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A obesidade € caracterizada por processo inflamatério cronico e resisténcia a insulina
(RI), os quais sdo responsaveis por grande parte de suas doengas associadas. Sabe-se que
diversas moléculas do sistema imune inato estdo associadas a RI e obesidade,
destacando-se o receptor toll-like-receptor 4 (TLR4). Sua via de sinalizagdo estd ativada
na obesidade, devido a presenca aumentada na circulacdo de seu principal ligante,
lipopolissacarideo (LPS). Acredita-se que esta endotoxemia metabdlica seja causada por
alteracdes na microbiota e na permeabilidade intestinais, 0 que torna o intestino e as
bactérias que o habitam, grandes alvos para o tratamento da obesidade. O objetivo deste
presente trabalho foi avaliar os efeitos dos probidticos (PB) na sensibilidade a insulina e
na sinalizacdo de TLR4 em tecidos insulino-sensiveis, além de verificar suas possiveis
acdes na microbiota intestinal. Dessa forma, camundongos Swiss foram divididos em 4
grupos: controles (C), controles tratados com PB (C+PB), obesos (DIO) e obesos tratados
com PB (DIO+PB). O tratamento teve a duracdo de 5 semanas. O uso de PB em animais
obesos proporcionou grandes melhoras nos parametros fisiolégicos e moleculares de RI,
além de atenuar a ativagdo da via de sinalizagdo do TLR4, provavelmente pela reducao
dos niveis circulantes de LPS. O grupo DIO+PB ainda mostrou mudancas positivas na
distribuicao dos filos de bactérias intestinais € menor permeabilidade intestinal, quando
comparado com o grupo DIO. Analisando o hipotidlamo, observou-se que o uso de PB
nesse modelo de obesidade regulou de forma favordvel os mecanismos centrais de
controle da fome, bem como alguns pardmetros de inflamacdo. Assim, conclui-se que a
regulacdo da microbiota intestinal promovida pela administracdo de probidticos pode
trazer beneficios no controle da obesidade, por reduzir ou atenuar mecanismos

moleculares de resisténcia a insulina.



ABSTRACT
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Obesity is the main risk factor to the development of insulin resistance and type 2
diabetes. The common basis among these events is an inflammatory process
characterized by the activation of toll-like receptor 4 (TLR4) by its main ligand
lipopolysaccharide, LPS. Its concentration is higher in obese people and it is believed that
changes in composition of the gut microbiota and epithelial functions may play a role in
the inflammation associated with obesity. The aim of the study was to evaluate the effects
of probiotic on the insulin sensitivity, TLR4 signaling, intestinal permeability and
microbiota composition in diet-induced obese mice. Male adult Swiss mice composed
randomly 2 groups: chow diet (CTL) and high-fat diet by 5 consecutive weeks (DIO).
During these 5 weeks, some mice of the DIO and CTL groups received daily a pool of
probiotics. The DIO animals that received probiotic presented an expressive
improvement in their glucose tolerance test, fasting glucose and in parallel a significant
increase in the phosphorylation levels of insulin induced IR, IRS1 and Akt in muscle,
liver and adipose tissue. There was a relevant reduction in the TLR4-Myd88 interaction,
IKKp and JNK phosphorylation and iNOS expression in DIO mice treated with probiotic.
This treatment also improved the expression of ileal tight-junctions proteins (ZO-1,
Occludin), decreased LPS portal levels and the concentrations of bacteria of the phylum
Firmicutes (associated with obesity) in feces. Analyzing the hypothalamus, it was
observed that the use of probiotics in this model of obesity favorably regulated central
mechanisms of food intake, as well as some inflammation parameters. In conclusion, our
results show that probiotics, through their effects on intestinal permeability and
microbiota composition, can improve insulin sensitivity and signaling of DIO mice,
reducing their inflammation and suggesting potential beneficial effects in the treatment of

insulin resistance and type 2 diabetes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade: uma epidemia mundial

A obesidade ¢é definida, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
como o acumulo excessivo ou anormal de gordura, que promove alteracdes morfoldgicas
e fisiopatoldgicas, responsdveis por reduzir o tempo e a qualidade de vida. A doenca €
resultante de um desequilibrio no balango energético, caracterizado pelo aumento da
ingestdo energética em relacdo ao gasto energético (1). A sua patogenia € influenciada
por elaboradas interacdes entre uma complexa rede de fatores, incluindo caracteristicas
genéticas e ambientais. Dentre os ultimos fatores destacam-se o sedentarismo aliado a
abundante oferta de alimentos de alta densidade energética e pobre em micronutrientes,
além dos fatores comportamentais, de identidade cultural e niveis de escolaridade e
socioecondmico (2).

Atualmente sabe-se que a obesidade é uma epidemia mundial e esse dado ndo é
surpreendente para ninguém. Nas ultimas duas décadas, o crescimento mundial de
sobrepeso (definido como indice de massa corporal — IMC > 25kg/m2) e obesidade (IMC
> 30kg/m2) aconteceu em propor¢des imoderadas e as projecOes futuras revelam que a
prevaléncia da doenca atingird niveis ainda mais assustadores. De acordo com a OMS,
em 2008 cerca de 1,5 bilhdo de adultos apresentavam sobrepeso e, destes, mais de 500
milhdes eram obesos (1). Se compararmos com dados de 1980, o aumento na prevaléncia
de obesidade foi de mais de duas vezes, e as projecdes para 2030 indicam que um nimero

proximo a 3,3 bilhdes de pessoas, ou 57,8% da populacdo adulta mundial, terd sobrepeso
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ou obesidade (3). No Brasil, cerca de metade da populacdo adulta apresenta excesso de
peso, enquanto 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres apresentam obesidade (4).
Segundo dados do maior estudo multicéntrico de distribuicao global de doencgas
(The Global Burden of Disease Study 2010) publicado recentemente, o IMC elevado
representa hoje uma crise de saide mundial, superando a fome, e € o fator de risco lider
para o desenvolvimento de doengas cronicas nio-transmissiveis em alguns continentes,
incluindo a América do Sul (5). As doengas mais relevantes associadas a esse acimulo
excessivo de gordura sdo: diabetes tipo 2, doencgas cardiovasculares, esteatose hepdtica,
doencas respiratdrias e nas vias biliares, osteoartrite, neurodegeneracao, além de alguns
tipos de cancer (es6fago, vias biliares, pancreas, rim, mama, ttero, cllon e reto) (6). A
obesidade também estd relacionada com problemas de fertilidade (sindrome do ovério
policistico e baixa contagem de espermatozoéides) e diversas alteracdes dermatoldgicas
(7, 8). Sendo assim, pode-se afirmar que, além do forte estigma social, a obesidade esta
ligada a reduzida expectativa de vida e morte prematura e, de fato, a populagdo mundial
hoje vive em paises nos quais os individuos sdo mais susceptiveis de morrer pelas
conseqiiéncias do excesso de peso do que pelos fatores associados a desnutri¢do (9). Por
estes motivos, faz-se necessdrio compreender as bases bioldgicas da obesidade e
descobrir novas terapias médicas para restaurar as fungdes metabdlicas deste crescente

grupo populacional.
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1.2 Bases Fisiopatologicas da Obesidade

A obesidade € acompanhada de resisténcia a insulina (RI), que € caracterizada
pela diminuicdo da agcdo desse hormoOnio em seus tecidos-alvos. A evolugdo dessa
diminui¢do da agdo da insulina pode resultar em intolerancia a glicose, que é uma
situacdo intermediaria na evolugdo para o diabetes tipo 2 (10). Por isso que a obesidade é
um importante fator de risco para o diabetes tipo 2, sendo que nos EUA mais de 80% dos
pacientes diabéticos tipo 2 estdo com sobrepeso ou obesidade (11).

A RI afeta seus principais tecidos insulino-sensiveis. Em tecido muscular had uma
menor captacdo de glicose induzida por insulina. No figado, hd maior producido de
glicose por gliconeogénese (12). No tecido adiposo, a resisténcia a insulina inicia-se mais
tardiamente, contribuindo para os efeitos de hipertrofia adipocitdria, e conseqiiente
desenvolvimento da obesidade (13). No hipotdlamo h4 menores efeitos anorexigénico e
termogénico deste hormoOnio (14). Todas essas alteracdes metabdlicas, aliadas
principalmente a hiperinsulinemia cronica, causam um grupo de efeitos sistémicos, que
vao gerar as principais complica¢des da obesidade.

A alteracdo inicial basica da obesidade e mais importante para o desenvolvimento
de RI € a inflamacdo. Entretanto, o processo inflamatério decorrente da obesidade é
diferente da inflamacdo cldssica definida pelos sinais cardinais de rubor, calor, dor e
inchaco. Em adi¢do, essa resposta cldssica estd associada com taxa metabdlica basal
aumentada e representa a resposta rdpida e focada do sistema imune a infeccdo.
Normalmente, quando a infeccdo € dominada, a inflamacdo esta resolvida (15). Porém, a

resposta inflamatdria encontrada na obesidade € de uma natureza diferente (16).
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Primeiramente, o gatilho inflamatério na obesidade € metabdlico e causado pelo
excesso de consumo de nutrientes. Além disso, células metabdlicas (como os adipdcitos)
sdo as células que iniciam e sustentam o processo inflamatério, mediando assim a
interface entre metabolismo e inflamacdo. Em outras palavras, sinais que emergem de
células metabdlicas iniciam as respostas inflamatorias e prejudicam a homeostasia do
nosso metabolismo (17). E essa interconexao entre os sistemas metabdlico e imunoldgico
fica mais evidente, quando se observa a similaridade entre adipdcito (célula metabdlica) e
macréfago (célula imunoldgica). Trinta a 59% dos genes que se correlacionam com a
obesidade e metabolismo dos adipdcitos estdo relacionados com a biologia do macréfago,
sendo muitos desses genes conservados desde espécies muito primitivas até seres
humanos (18). Além disso, muitos hormonios, citocinas, proteinas de sinalizacdo, fatores
de transcricdo e lipidios bioativos apresentam funcdes tanto para o sistema metabdlico
como imunolégico, reforcando que estes dois sistemas sdo interdependentes e estdo
proximamente ligados (17).

A histéria da obesidade associada a inflamagdo tem mais de 100 anos, com a
primeira observacdo de que a glicemia de pacientes diabéticos tipo 2 era reduzida pelo
acido acetil salicilico (AAS), um fdrmaco com potente acdo anti-inflamatéria (19). H4
aproximadamente 20 anos, em 1993, niveis aumentados da citocina pré-inflamatéria
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) foram encontrados no tecido adiposo de
camundongos obesos em associagdo com a RI, e tal achado foi um marco nessa drea de
pesquisa (20). A partir de entdo, outros mediadores inflamatdrios, tais como proteina C
reativa (PCR), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1f (IL-1B), inibidor do ativador de

plasminogénio 1 (PAI-1) também foram associados com a obesidade tanto em modelos
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experimentais, como em humanos. Em adi¢cdo, moléculas intracelulares envolvidas com
vias de sinalizacdo inflamatérias, como IkBa quinase B (IKKP) e c-Jun N-terminal
quinase (JNK) também foram encontradas mais expressas e ativas no tecido adiposo,
miusculo e figado (21,22). E importante destacar que essa inflamacdo tem um caréter
cronico e de baixo grau, o que sdo caracteristicas que determinam a obesidade como uma
doenca inflamatdria subclinica cronica, diferente das caracteristicas de uma infeccdo,

trauma, ou resposta imunoldgica aguda.

1.3 Tecido Adiposo, inflamacio e obesidade

Um dos questionamentos classicos a respeito da obesidade seria qual a grande
fonte dessas citocinas e mediadores inflamatérios que circulam nos individuos e animais
obesos. E essa davida é facilmente explicada quando se observa as caracteristicas do
tecido adiposo (TA) de um obeso. E nitido avaliar primeiramente o tamanho dos
adipdcitos; eles estdo hipertrofiados em relagdo ao tecido de um animal/individuo magro.
Essa hipertrofia vem principalmente do excesso de nutrientes que esse tecido tem que
armazenar. Muitas vezes, a quantidade de macronutrientes extrapola a capacidade
metabdlica da célula e ela acaba desenvolvendo mecanismos de prote¢do, que podem
gerar sua morte, por exemplo. Outras vezes, essa hipertrofia promove niveis de oxigénio
subdtimo as células, que passam a viver em situagdes de hipdxia. Todas essas alteragcdes
geram sinais intra e extra-celulares que vao culminar no recrutamento de células
imunoldgicas ao tecido para ‘“solucionar” este estado de alerta que os adipdcitos se

encontram. A molécula quimiotdxica mais importante nesse contexto ¢ a MCP-1
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(Monocyte Chemoattractant Protein 1), responsavel por atrair macréfagos para a regido e
iniciar o processo de inflamacdo no tecido (13,17). Os macréfagos secretam diversos
mediadores inflamatdrios, descaracterizando todo o TA, especialmente os adipdcitos, que
passam a secretar diversas adipocinas para a circulagc@o, incluindo proteina amildide
sérica A (SAA), PCR, PAI-1, fibrinogénio, IL-1pB, IL-6, TNF-a, entre outras, que vao
contribuir (juntamente com esses macrdfagos infiltrados) para o processo sist€émico de
inflamacdo da obesidade (17). Muitas vezes, esses macréfagos se agregam em volta de
adipdcitos hipertrofiados, formando estruturas facilmente vistas em cortes histolégicos de
TA, denominadas crown-like structures, que indicam a gravidade e cronicidade da
infiltracao (23).

Questionamentos também existem em relacdo ao inicio dessa infiltracdo e ao
“pico” da presenca de macréfagos no TA. Estudos experimentais mostram que em 2-3
semanas de dieta hiperlipidica (uma dieta especifica para induzir obesidade e RI, com
aproximadamente 45-60% de lipidios em sua composicao) ja se observa a expressao de
genes relacionados a macréfagos no TA, com um aumento dramdtico em 16 semanas de
dieta (24). Sendo assim, conclui-se que o desenvolvimento da inflamagdo € proporcional
ao aumento da massa adiposa € o desenvolvimento da RI intensifica o processo

inflamatorio.
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1.4 Mecanismos moleculares de resisténcia a insulina

1.4.1 A via de sinalizacao da insulina

Para que sejam compreendidos os mecanismos moleculares da resisténcia a
insulina do DM2, € necessario inicialmente descrever como a insulina transmite seu sinal
no meio intracelular desde seu receptor até os efetores finais.

A sinaliza¢@o intracelular da insulina em tecidos insulino-sensiveis classicos (figado,
tecido adiposo e musculo esquelético) inicia-se com a ligacdo do hormonio a um receptor
especifico de membrana, o receptor de insulina (IR). O IR € uma proteina
heterotetramérica com atividade tirosina-quinase, composta por duas subunidades a,
extra-celulares, onde se localiza o sitio de ligacdo da insulina; e duas subunidades f3,
intracelulares, onde localiza-se o sitio catalitico. A ligacdo da insulina as subunidades a
leva a mudanga conformacional nas subunidades e consequente auto-fosforilagdo, o que
ativa sua capacidade tirosina-quinase (25).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vérios substratos protéicos em
residuos de tirosina, incluindo membros da familia dos substratos dos receptores de
insulina (IRS- 1/2/3/4), Shc, Gab-1 e Cbl. A fosforilagdo em tirosina das proteinas IRS
cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2
(SH2). Dentre estas, destaca-se a PI3-K (fosfatidil inositol 3 quinase). Esta proteina é
importante na regulacio da mitogénese, na diferenciacdo celular e no transporte de
glicose estimulado pela insulina. A principal proteina-alvo da PI3K é a Akt (ou PKB),
cuja ativacdo leva a captagdo de glicose via translocagdo de GLUT-4 para a membrana

plasmética, sintese protéica e de glicogénio. A ativacdo de Akt requer a proteina PDK-1,
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que em combinacdo com uma quinase ainda ndo identificada, leva a fosforilacdo de Akt.
Seus proximos alvos sdo GSK3, mTOR e GLUT4, que promovem a sintese de
glicogénio, sintese protéica e captacdo de glicose, respectivamente. Sendo assim, as
principais agdes metabdlicas da insulina tém inicio com a ativacdo de Akt e, por isso,

essa proteina € merece destaque em estudos ligados a obesidade (26).

1.4.2 Proteinas intracelulares associadas a resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina da obesidade € caracterizada por alteracdes em diversos
pontos, com reducao da concentragdo e da atividade quinase do receptor, da concentragdao
e da fosforilagdo do IRS-1 e -2, da atividade da PI 3-quinase, da transloca¢do dos
transportadores de glicose (GLUTs) e da atividade das enzimas intracelulares (26).

Na ultima década, muitos avancos ocorreram na compreensdo dos eventos
moleculares associados a resisténcia a insulina em seus tecidos-alvo cldssicos (figado,
musculo e tecido adiposo), bem como em células B, cérebro e outros tecidos. Pode-se
dizer que em todas as situacdes hd o envolvimento de mediadores da inflamacao
(citocinas pro-inflamatdrias), além de adipocinas (substincias secretadas pelo tecido
adiposo), que sdo responsaveis, por meio da comunicagdo intracelular através de seus
receptores especificos, por atenuar a via de sinalizacdo promovida pela insulina em
células responsivas a sua a¢cdo. Os mecanismos moleculares de resisténcia a insulina sdo

principalmente induzidos por acdo de serina-quinases (JNK, IKKp, PKC - isoformas

novas: 0, 0, €) e da 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (27).
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Em estados de resisténcia a insulina, mediadores como TNF-q, IL-1B e 4cidos
graxos livres (AGL) levam a ativac¢do de IKKp, JNK e PKCs (9, 6, €) por meio de vias de
sinalizacdo intermedidrias. Tais ativagdes, por sua vez, aumentam o ndmero de residuos
de serina e treonina fosforilados no IRS-1, transformando-o em uma proteina com acao
inibitéria sobre o sinal de insulina. As serina-quinases (JNK, IKK, PKCs) sdo potentes
inibidores da via de sinalizacdo da insulina, pois o IRS-1 possui mais de cem residuos de
serina que podem ser fosforilados, incluindo os mais importantes, os residuo de serina
307 e 312, tornando esse substrato mais refratdrio a associacdo com o receptor de insulina
e, conseqiientemente, reduzindo sua fosforilagdo em tirosina, o que pode contribuir para a
resisténcia a insulina durante situacOes de estresse fisioldgico, como inflamagdo e
obesidade (28).

Em especial, as serina-quinases JNK e IKKf sdo consideradas grandes indutoras
da resisténcia a insulina, porque além de agirem como inibidoras diretas da via de
sinalizacdo da insulina, promovem a retro-alimentagcdo da via, por meio da ativagcdo dos
fatores de transcricdo pro-inflamatérios AP-1 (activator protein 1) e  NF-xB,
respectivamente. Por exemplo, a ativacdo da proteina IKKp promove a fosforilagdo e
degradacdo da proteina IkB, que fica acoplada ao NF-kB, permitindo a translocacio deste
fator de transcricdo para o nucleo, o qual ird ativar genes envolvidos na resposta
inflamatéria (como os genes do TNF- a, IL-13 , moléculas de adesdo e outros mediadores
da inflamacao) (27).

O NF-kB age como um dos mais importantes fatores de transcricdo na expressao
génica da oxido nitrico sintase induzivel (INOS) em diversos tipos de culturas de células

(29). H4 algum tempo, a iNOS foi descoberta como importante indutora de resisténcia a
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insulina em modelos animais e em humanos (30,31). A expressdao da iNOS leva a
producdo de considerdvel quantidade de NO, o que € capaz de provocar S-nitrosacdo e
com isso modificar a fun¢do de proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do insulinica.
Carvalho-Filho et al. (32) mostraram que a inducdo da iNOS em trés modelos de
resisténcia a insulina em ratos levou a sinalizacdo diminuida de insulina pela via IR/IRS-
1/Akt, bem como a um aumento dos niveis de S-nitrosacdo destas proteinas. Desta
maneira, a indugdo da iNOS também representa um importante mecanismo molecular de

resisténcia a insulina.

1.4.3 TLR4: importante receptor do sistema imune inato que conecta diversas

vias moleculares de resisténcia a insulina

Conhecendo-se as principais proteinas envolvidas diretamente com a RI, alguns
pesquisadores observaram que estas eram moléculas downstream de vias do sistema de
defesa organico inespecifico: o sistema imune inato. Os PRRs sdo a parte primitiva do
sistema imune. Eles sdo proteinas expressas por células do sistema imune para identificar
os PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos), os quais estdo associados a
patégenos microbianos ou estresse celular, bem como DAMPs (padroes moleculares
associados a danos), que estdo relacionados com compostos celulares liberados durante o
dano celular. Sendo assim, os PRRs marcariam o inicio dos mecanismos moleculares de
RI(33).

Os PRRs mais bem descritos e relacionados a RI sdo os ligados a membrana da

familia Toll-like receptor (TLR). Esta familia compreende 11 receptores, que sdo
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altamente conservados desde espécies mais primitivas até organismos superiores como
mamiferos. Essas proteinas foram originalmente descobertas em drosophilas, onde
exerciam papel na ontogénese e também na defesa antifungos (34). Em mamiferos, o
papel de destaque destes receptores € com relacdo a sua participacdo em vias do sistema
imune inato. O TLR4 € o principal exemplar dessa familia que conecta o sistema imune
inato a RI. Ele é capaz de reconhecer principalmente fragmentos da parede de bactérias
gram-negativas, como lipopolissacarideo (LPS) (35,36).

O TLR4 esta expresso em cé€lulas que participam da resposta imune primdria,
como: macréfagos e células epiteliais, além de células de tecidos insulino-sensiveis,
incluindo hepatdcitos, adipdcitos e células de musculo esquelético. Ele também interage
com outras substancias enddgenas e exdgenas, incluindo: proteinas de choque térmico,
fibrinogénio, fibronectina, dcidos graxos saturados e AGL (37,38). Estes dois tultimos
ligantes do TLR4 t€m especial relagdo com o mecanismo fisiopatolégico da obesidade,
sendo uma das principais conexdes moleculares entre lipotoxicidade e resisténcia a
insulina (37).

Ap06s o acoplamento de ligantes especificos ao TLR4, h4 a ativacdo simultanea de
diversas vias moleculares de resisténcia a insulina. Primeiramente, os ligantes de TLR4
sdo reconhecidos pelo complexo TLR4-MD-2 presente na superficie celular. Uma vez
ativado, o TLR4 é submetido a oligomerizagdo e recruta seus adaptadores downstream
através de interacOes com os dominios TIR (Toll-Interleukin 1 receptor). Os dominios
TIR contém 3 regides altamente conservadas que promovem interagdes proteina-proteina
entre o TLR4 e suas proteinas adaptadoras. Uma das proteinas adaptadoras mais

importantes no cendrio da obesidade ¢ a MyD88. Ela recruta e ativa IRAK-4, a qual é
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responsavel pelo recrutamento, ativagdo e degradacdo de IRAK-1. Outra proteina
adaptadora, TRAF6, € essencial para a via dependente de MyD88 e estd abaixo de IRAKSs
1 e 4 (39). Ela ativa TAK, que por sua vez, ativa as serina-quinases, JNK e IKKp. J4 foi
visto no item anterior que essas serina-quinases atenuam a via de sinalizacdo da insulina,
por diminuir a capacidade de fosforilagdo em tirosina de proteinas da via. Além disso,
IKKp ativa NF-«B, fator de transcricdo que induz a expressdo de proteinas envolvidas
com a resposta inflamatoria inespecifica, como citocinas e enzimas pro-inflamatorias, que
acentuam mecanismos de RI (36,38). Dessa maneira, percebe-se que a ativagdao de TLR4
integra diversos mecanismos moleculares de resisténcia a insulina, como a ativagdo de
JNK, IKK 3 e NF-kB (Fig. 1).

A descoberta de que TLR4 estd envolvido na génese da resisténcia a insulina
reforca ainda mais o conceito de que as vias metabdlicas e inflamatdrias estdo
estreitamente interligadas e que fatores ambientais (como alta ingestdo de dcidos graxos
saturados e LPS de bactérias gram-negativas presentes na microbiota intestinal humana)
sdo o gatilho para muitas doengas cronicas que possuem como principal mecanismo

fisiopatoldgico a inflamacgdo, como a obesidade (40).
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Figura 1. LPS, TLR4 e Resisténcia a Insulina. A via do TLR4 inicia-se com a ligagdo do LPS a proteina
CD14. Esse complexo se liga ao dimero de TLR4 e a molécula acesséria MD2. A resposta é entdo
transduzida no complexo de sinalizagdo do receptor IL-1 (TIRAP, MyD88). Essas proteinas adaptadoras
ativam IRAK e TRAF-6, responsdveis por ativar as duas serina-treonina quinases JNK e IKK. Elas
fosforilam proteinas da via da insulina (IR, IRS) em residuos de serina e isso atenua a fosforilacdo em
tirosina da via da insulina, gerando resisténcia a insulina. Além disso, IKK também ativa NF-kB, fator de
transcri¢do que sintetiza diversas citocinas inflamatérias, como TNF-o, que faz a retroalimentacio da via e
acentua a Resisténcia a Insulina. AbreviacGes: Akt: proteina quinase B, CD14: cluster of differentiation 14,
IxBa: inibidor a do NFxB, IKK: IkB quinase, IL-1f: interleucina 1B, IL-6: interleucina 6, iNOS: oxido
nitrico sintase induzivel, IRAK: Quinase associada ao receptor de interleucina, IRS: substrato do receptor
de insulina, JNK: Jun N terminal quinase, RI: receptor de insulina, MyD88: Myeloid differentiation
primary response gene 88, NF-«kB: fator nuclear kB, PI3K: Fosfatidilinositol 3 quinase, SerP: fosforilacio
em serina, TIRAP: Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adapter protein, TLR4: toll-like
receptor 4, TNF-o: fator de necrose tumoral o, TRAF6: tumor necrosis factor receptor associated factor

number six.

1.5 Microbiota Intestinal e Obesidade

1.5.1 Conhecendo o intestino e os microrganismos que o habitam

A microbiota intestinal humana abriga principalmente bactérias, mas archaea,

virus e protozodrios também estdo presentes. Ela é dominada por bactérias anaerdbias, as
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quais superam as bactérias aerdbias e facultativas anaerébias em 100 a 1000 vezes. No
intestino de um adulto, um total de aproximadamente 10" células bacterianas estdo
presentes, o que representa dez vezes o nimero total de células do organismo humano.
Seu genoma combinado (denominado de microbioma) contém mais de 5 milhdes de
genes, superando assim, o potencial genético do hospedeiro por duas ordens de grandeza
(41). Esse grande arsenal de produtos génicos proporciona um espectro diversificado de
atividades bioquimicas e metabodlicas que complementam a fisiologia do hospedeiro. Na
realidade, a capacidade metabdlica da microbiota intestinal se iguala a do figado, e ela
pode, portanto, ser considerada como um 6rgdo adicional (42). Essas bactérias sdao
essenciais para diversos aspectos da biologia do hospedeiro e desempenham diversas
funcdes, como por exemplo: facilitam o metabolismo de carboidratos ndo digeriveis e
produzem vitaminas; sdo necessdrias para o desenvolvimento e diferenciacdo do epitélio
intestinal do hospedeiro e sistema imunoldgico; conferem protecdo contra invasdao por
patégenos oportunistas; e tém um papel-chave em manter a homeostasia tecidual (43).

No total, a microbiota intestinal consiste de aproximadamente 500-1000 espécies
que, interessantemente, pertencem apenas a poucos filos de bactérias. De longe, os filos
mais abundantes no intestino humano sido Firmicutes e Bacteroidetes e as outras espécies
presentes sdo membros dos filos Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria,
Fusobacteria e Cianobacteria (44). O Quadro 1 mostra os géneros de bactérias mais
importantes presentes em cada filo, bem como algumas caracteristicas importantes. Dois
gradientes de distribuicdo microbiana podem ser encontrados no TGI. Primeiro, a
densidade aumenta da por¢do proximal para a distal do intestino (Fig. 2) e ao longo do

eixo tecido-limen (com poucas bactérias aderindo ao tecido ou camada de muco, mas um
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grande numero presente no limen intestinal). Segundo, a diversidade de bactéria aumenta

proporcionalmente a densidade microbiana, ou seja, onde encontra-se o maior numero de

bactérias, também terd uma grande diversidade de espécies (41).
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Figura 2. Trato gastro-intestinal: func¢des principais e prevaléncia de bactérias. A figura ilustra que os
microrganismos intestinais prevalecem no célon, isso pelas adequadas condicdes de pH e nutrientes que
essa regido apresenta. Também € possivel observar na figura que quanto mais distal é a porcao intestinal,
maior a presenca de microrganismos anaerdbios, com caracteristicas altamente fermentativas e grande

producdo de subprodutos dessa fermentacdo. Abreviacdes: AGCC: 4cidos graxos de cadeia curta, ufc:
unidade formadora de coldnia.
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Quadro 1. Principais filos presentes na microbiota intestinal e suas caracteristicas(44-46)

Filo

Géneros Representativos

Caracteristicas

Reino Bactérias

Firmicutes Ruminococcus Um grande filo que compreende 274 gé€neros de
Clostridium bactérias predominantemente gram-positivas.
Lactobacillus Compreende tanto géneros com atividade
Enterococcus imunomodulatéria benéfica (Clostridium,
Mollicutes Lactobacillus), como géneros que induzem
inflamacdo e que estdo associados a algumas
doencas cronicas (Mollicutes)
Bacteroidetes Bacteroides Um dos filos predominantes no intestino humano
Prevotella e consiste principalmente de bactérias gram-
negativas, com caracteristicas fermentativas e que
modulam o sistema imune intestinal de forma
benéfica
Proteobacteria Escherichia Sdo bactérias gram-negativas com grande
Helicobacter variedade de formatos. O filo inclui uma grande
Salmonella diversidade de patégenos, bem como de bactérias
responsaveis por fixagdo de nitrogénio
Actinobactéria Bifidobacterium Consiste de bactérias gram-positivas e o seu
principal género (ao lado) é comum no intestino
humano, especialmente com o consumo de
prebidticos
Cianobacteria Synergistes Também conhecidas como bactérias azuis.
Apresenta efeitos pouco elucidados na microbiota
intestinal
Verrucomicrobia Chlamydia Este filo apresentam bactérias com grande
potencial patogénico. O género Chlamydia ja foi
associado com cancer
Reino Archaea
Euryarchaeota Methanobrevibacter Esses microrganismos promovem aumento da

eficiéncia de fermentag@o das bactérias, por serem

grandes consumidores de H,
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A simbiose complexa que existe entre microbiota intestinal e ser humano é
dependente de fatores como o ambiente e a genética do hospedeiro. A harmonia que
existe entre as bactérias € garantida pelo sistema imunolégico do hospedeiro, que sabe
conviver pacificamente com trilhdes de bactérias de forma unica e intrigante e, 20 mesmo
tempo, mantendo-se alerta para qualquer microrganismo patogénico que possa surgir no
limen intestinal. Essa grande habilidade da imunidade intestinal busca prevenir o
desenvolvimento de disbiose intestinal e aumento de permeabilidade intestinal (do inglés
“leaky gut”), duas situacOes que sdo inerentes uma a outra e coexistem em algumas
doencgas cronicas, como a obesidade. A primeira é definida como um desequilibrio na
configuracdo estrutural e/ou funcional da microbiota, levando a perda da homeostasia
hospedeiro-microrganismos (40). A segunda acontece quando complexos juncionais -
tight junctions - (que estdo localizados entre os enterdcitos e que conectam essas células,
tornando o epitélio impermedvel) se rompem ou tornam-se mais ‘“frouxos” por uma
reducdo de expressdao de proteinas presentes nesse complexo (41). Essa situacdo permite
a translocagdo de bactérias, fragmentos de bactérias e toxinas do limen intestinal para a

circulag@o sanguinea.

1.5.2 Acoes metabélicas da microbiota e sua relacio com a obesidade

Atualmente, muita atencdo tem sido dada para o papel da microbiota intestinal na
homeostase energética e funcdes metabdlicas do hospedeiro. Na realidade, a microbiota
intestinal foi recentemente proposta como um importante fator ambiental no controle do

peso corporal e da homeostase energética. Esse 6rgdo ‘“externo” ao corpo humano,
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contribui para o nosso equilibrio via multiplas funcOes metabdlicas e diversos
mecanismos de controle envolvidos na extracdo de calorias de substancias dietéticas
ingeridas, que poderdo ser posteriormente armazenadas no tecido adiposo, promovendo
aumento de peso (47). Muitos dos estudos que elucidam esses mecanismos sao realizados
com animais germ-free (que sdo animais que apresentam uma populagdo muito reduzida,
quase nula, de microrganismos), 0s quais sdo responsiveis por essa nova maneira de
entender os mecanismos fisiopatoldgicos da obesidade, bem como mais uma forma
possivel de ver como a dieta € capaz de promover Rl e suas doengas correlatas. Nossos
habitos alimentares sdo grandes moduladores do perfil metagendmico de nossa
microbiota (48).

Os estudos nessa drea iniciaram-se com o pesquisador Jeffrey I. Gordon e animais
germ-free ha quase uma década. Primeiramente, ele e seus colaboradores observaram que
camundongos convencionais apresentaram 42% mais gordura corporal quando
comparados aos germ-free. Entretanto, o transplante de microbiota dos animais
convencionais para os germ-free gerou um aumento considerdvel de gordura corporal e
desenvolvimento de RI em 14 dias, fatos que ndo foram associados com diferencas no
consumo ou gasto energéticos. Os autores relacionaram tais alteragcdes com maior
extracdo de energia da dieta, proporcionada pela presenca da microbiota intestinal (49). A
partir deste fato, esse e outros grupos de pesquisadores comecaram a buscar mecanismos
que conectam a microbiota com a homeostase energética, os quais estdo descritos a
seguir:

A A presenca da microbiota intestinal resulta no dobro de capilares nas vilosidades

intestinais do intestino delgado, ajudando a promover maior absor¢do intestinal de
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macronutrientes (especialmente monossacarideos) (50).

Outro dado interessante é que a inoculacdo dos germ-free com bactérias diminui a
expressdo intestinal de Fiaf (fasting-induced adipose factor ou angiopoietin-like
protein 4). Fiaf é um inibidor circulante de LPL (liproteina lipase), enzima
responsavel pela hidrélise de triacilglicerdis presentes em VLDL ou Quilomicrons
(QM) e posterior absor¢do dos dacidos graxos livres (AGL) por misculo e
principalmente TA. A reducdo da expressdo de Fiaf pela presenca da microbiota
aumenta consideravelmente o armazenamento de dcidos graxos pelo TA e
conseqiientemente proporciona ganho de peso (49).

Camundongos germ-free tém atividade aumentada de AMPK (adenosine
monophosphate-activated protein kinase), pois suas células epiteliais coldnicas sdao
severamente deprivadas de energia e esta enzima € uma grande sensora do status de
energia celular. AMPK estimula a oxidacdo de gorduras e diminui os niveis de
glicogénio, acOes que aumentam a sensibilidade a insulina em figado, musculo e TA
(5.

O nosso proteoma tem um repertério muito reduzido de hidrolases glicosidicas que
sd0 necessdrias para digerir polissacarideos complexos derivados de plantas. E a
nossa microbiota intestinal sintetiza um grande arsenal dessas enzimas € nos permite
processar esses carboidratos complexos em monossacarideos e dcidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Ambos os nutrientes podem participar da lipogénese por meio
da indugdo da expressdo de 4cido graxo sintase (FAS) e acetil CoA carboxilase
(ACC) no figado. Essas enzimas tém a expressdo controlada por ChREBP (ativado

pela glicose) e SREBP-1 (ativado por AG) e camundongos germ-free quando
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inoculados com bactérias apresentam as atividades desses 2 fatores de transcri¢do
aumentadas (52).

E Os AGCC ainda agem como ligantes de receptores especificos para esses pequenos
lipideos, chamados de GPR-41 e GPR-43. Estes s@o receptores acoplados a proteina
G e estdo presentes nas cé€lulas L intestinais (células enteroenddcrinas). Eles atuam
na prevencdo da inflamacdo, controlam a permeabilidade intestinal e estimulam a
producdo de hormonios intestinais (GPR-41 esta envolvido na producdo de PYY e
GPR-43 estd envolvido na producdo das incretinas GLP-1 e GLP-2) (53).
Camundongos knock-out para GPR-43 tém adiposidade reduzida e sdo resistentes ao
ganho de peso quando submetidos a dieta hiperlipidica (54). Mas esses efeitos
“negativos” dos AGCC sdo discutiveis, pois eles apresentam muitas funcgdes
benéficas também. Por exemplo, o0 hormdnio GLP-1 melhora a secrec@o pancredtica
de insulina e aumenta a saciedade via regulacdo hipotalamica; ja o horm6nio GLP-2
tem um efeito interessante na expressao de proteinas de tight-junctions, diminuindo a
permeabilidade intestinal (53). Por isso, as acdes dos AGCC na obesidade ainda
precisam ser esclarecidas (Fig. 3).

Enfim, estes foram os principais mecanismos descobertos que ilustram o papel da
microbiota nas func¢des metabdlicas do hospedeiro e fortalecem sua relacdo com a
obesidade. Entretanto, esses estudos em camundongos germ-free t€m apenas a finalidade
de definir mecanismos, pois ndo hd qualquer possibilidade de aplicacdo para seres
humanos. Sendo assim, trabalhos que buscam entender quais sdo as diferencas entre as
microbiotas de individuos e/ou animais obesos e magros comegaram a surgir. E

realmente, foi comprovado que ndo apenas a presenca da microbiota intestinal, mas a sua
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qualidade pode influenciar no contetido de gordura corporal do hospedeiro (55).

O primeiro trabalho que avaliou essa diferenca de microbiotas, mostrou que tanto
camundongos ob/ob como humanos obesos apresentam uma redugdo significativa de
Bacteroidetes e um aumento proporcional de Firmicutes (55). A maior parte dos trabalhos
posteriores confirmaram esse achado (56). Entretanto, outros bons trabalhos afirmam o
contrdrio (57-59), mostrando que essa questdo ainda precisa ser melhor elucidada.
Camundongos ob/ob também apresentam mais integrantes do reino metanogénico
Archaea, o qual pode aumentar a eficiéncia de fermentacdo bacteriana via remocado de H,
(55). Este dado estda em concordancia com achados em humanos. Em humanos obesos ha
mais bactérias do género Prevotella (as quais sdo grandes produtoras de Hj) e do filo
Firmicutes; aliado a isso, também foi encontrado maior numero de representantes do
reino Archaea (60). Por outro lado, a bactéria benéfica e moduladora da atividade
inflamatéria intestinal Faecalibacterium prausnitzii € mais escassa no intestino de
individuos obesos e com diabetes tipo 2 (46).

A dieta hiperlipidica também promove grandes mudangas na microbiota intestinal
de camundongos. Animais obesos alimentados com essa dieta apresentam alta quantidade
de microrganismos da classe Mollicutes (pertencente ao filo Firmicutes), que apresentam
alta expressao de B-frutosidase, uma enzima capaz de degradar carboidratos que contém
frutose, como a sacarose (61). A dieta hiperlipidica é capaz de mudar a microbiota do
animal em apenas 1 dia. Ela promove aumento de Firmicutes e Proteobacteria e diminui a
presenca de Bacteroidetes (62,63). Em 2 semanas, ela promove transloca¢do bacteriana
em tecido adiposo e aumento dos niveis de LPS circulantes (64). Esse aumento nos niveis

de LPS foi também observado em humanos obesos e com alto consumo de gordura

Introdugdo
43



saturada na dieta. Nesses pacientes, hi um aumento de 2-3xs nos niveis de LPS,
caracterizando um estado definido como “endotoxemia metabdlica” (65).

Como ja visto, o LPS pode causar RI via ativacdo de TLR4, mas a forma como o
LPS teria acesso aos TLR4s de tecidos insulino-sensiveis sempre foi uma duvida. Por
algum tempo, pensou-se que o grande protagonista dessa ativagdo eram os acidos graxos
saturados, que seriam provenientes tanto da dieta, como da lipotoxicidade da RI (37).
Mas depois, essa teoria enfraqueceu-se quando outros trabalhos revisaram e contestaram
tais resultados (66,67). Posteriormente, Cani et al. (68) demonstraram que o excesso de
gordura dietética ndo apenas aumenta a exposi¢do sistémica a 4cidos graxos pro-
inflamatorios, mas facilita o desenvolvimento de endotoxemia metabolica (Fig. 3). O LPS
torna-se aumentado no sangue nesses casos por trés motivos. O primeiro seria pela maior
presenca desse fragmento de bactérias no intestino, visto que esses animais apresentam
disbiose intestinal e atividade diminuida de fosfatase alcalina (enzima que degrada LPS);
o segundo seria pela incorporagdo do LPS nos QM apds o consumo de uma dieta rica em
acidos graxos; e o terceiro seria pelo aumento da permeabilidade intestinal na obesidade,
que € resultante da diminui¢do da expressao de proteinas de tight-junctions (como ZO-1 e
ocludina), aumentando a passagem de bactérias e fragmentos bacterianos como o LPS

(40) (Fig. 3).
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Figura 3. Mecanismos que ligam a disbiose intestinal a distirbios metabdlicos. A presenca de uma
microbiota obesogénica proporciona a redu¢do da producdo intestinal de Fiaf, um grande inibidor da
enzima LPL, o que gera um maior armazenamento de AG no tecido adiposo. Essa microbiota também
promove menor gasto energético e oxidacdo de AG, provavelmente via redugdo da expressio de AMPK.
Nesse cendrio, existe uma maior absor¢do de AGCC e monossacarideos, o que aumenta a lipogénese
hepdtica e facilita o desenvolvimento de RI e esteatose hepdtica. Além disso, a permeabilidade intestinal
estd aumentada nesses casos, o que incrementa a translocacdo de LPS para a circulacio sanguinea e tecidos
insulino-sensiveis e causa RI. Abreviagdes: AG: 4cidos graxos, AGCC: 4cidos graxos de cadeia curta,
AMPK: adenosinse monophosphate kinase, CD14: cluster of differentiation 14, ChREBP: carbohydrate
response element binding protein, Fiaf: fasting-induced adipose factor, LPL: lipoproteina lipase, LPS:
lipopolissacarideo, RI: resisténcia a insulina, SREBP: sterol regulatory element binding protein, TLR4:
toll-like receptor 4, ZO-1: zonula-occludens 1.

Sendo assim, a endotoxemia metabdlica € muito importante para determinar RI.
Essa afirmacdo tornou-se mais clara quando em nosso laboratério observou-se que o uso
de antibidticos protege contra o desenvolvimento de massa adiposa induzida pela dieta,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e inflamacgdo, sugerindo que a dieta
hiperlipidica pode ndo ser capaz de causar obesidade diretamente (69). Entretanto, o uso

de antibidticos ndo seria o melhor caminho para o tratamento da obesidade e RI, pois
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existem trabalhos que mostram que esse tipo de tratamento pode proporcionar disbiose
intestinal e o desenvolvimento de colite, doencas atdpicas, alérgicas (70,71), além de
aumentar um comportamento semelhante a ansiedade em camundongos sauddaveis (72).
Também acredita-se que os antibidticos atuais ndo sdo especificos para as populacdes de
bactérias que sdo responsdveis pela obesidade, e essas ainda precisam ser determinadas
para que novos antibidticos possam ser desenvolvidos. Nesse contexto, um dos

suplementos alimentares que podem ser aplicados na obesidade e RI sdo os probidticos.

1.5.3 Probioticos: uma alternativa para o tratamento da obesidade?

Os probidticos sdao definidos como uma preparagdo ou um produto contendo
microrganismos vidveis e definidos em numero suficiente para alterar a microbiota em
um compartimento do hospedeiro e exercer efeitos benéficos a saide do mesmo. Os
probidticos devem: ser resistentes a destruicao pelo acido gastrico e bile; aderir ao tecido
epitelial intestinal; ser capaz de colonizar o TGI, mesmo que por um curto periodo de
tempo; produzir substancias anti-microbianas; modular as respostas imunes e metabdlicas
do hospedeiro (73). Os probidticos estdo comercialmente disponiveis em muitas formas,
incluindo alimentos, suplementos dietéticos e terapéuticas clinicas com administracdo
oral ou ndo-oral.

A observacio original de propriedades benéficas conferidas por algumas bactérias
¢ atribuida ao ganhador do premio Nobel Eli Metchnikoff, que € considerado o pai dos
probidticos modernos. No comeco do século XX, Metchnikoff descobriu que bactérias

sauddveis, especialmente bactérias produtoras de 4cido lactico podem ter uma influencia
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positiva na digestdo e sistema imunoldgico (74). A maioria dos microrganismos
reconhecidos até hoje como probidticos sdo bactérias gram-positivas, com 0s
Lactobacillus e as Bifidobacterium sendo as principais espécies usadas como tratamentos
de disfungdes intestinais (75). Entretanto, algumas gram-negativas também sdo usadas
como probidticos. O melhor exemplo € a Escherichia coli Nissle 1917, que foi usada por
muito tempo no tratamento de constipacdo cronica e colite (76).

No dltimo século, muitos trabalhos mostraram que as bactérias probidticas
desempenham papéis importantes na satide do hospedeiro. De forma geral, as bactérias
produtoras de 4cido l4ctico produzem boas quantidades de IL-10 (citocina que
desempenha um papel central no controle da inflamacdo e no estabelecimento da
tolerancia imunolégica da mucosa intestinal) (77). As bactérias probidticas produzem
substincias anti-microbianas (como bacteriocinas), que ajudam a reduzir a presenga no
limen intestinal de LPS e peptidoglicanos, os quais podem ser prejudiciais aos seres
humanos (77). As bactérias probidticas também fermentam as fibras prebidticas,
produzindo AGCC (principalmente acetato, propionato e butirato) os quais: t€m agdo
anti-inflamatdria nas células do epitélio intestinal (diminuem a expressdo de NF-kB
nessas células); regulam atividades metabdlicas do hospedeiro (ex: metabolismo de
colesterol); regulam a produ¢@o de hormoénios enteroenddcrinos (GLP-1, GLP-2, PYY),
que desempenham acdo na permeabilidade intestinal, saciedade e producao e secrecdo de
insulina; servem como substrato energético para as bactérias benéficas do intestino, que

por competic¢do, eliminam as bactérias patogénicas (78) (Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismos de agdo dos probidticos. Esquema representativo dos principais mecanismos de
acdo dos probidticos na saide do hospedeiro. Abrevia¢des: AGCC: 4cidos graxos de cadeia curta, GLP-1:
glucagon-like peptide 1, GLP-2: glucagon-like peptide, 1L-10: interleucina 10, NFkB: fator nuclear Kb,

PYY: peptideo YY.

Enfim, todos esses mecanismos ja foram bem demonstrados e sdo considerados

importantes para a homeostasia da microbiota intestinal, especialmente em doencas

intestinais, respiratorias e alérgicas. Entretanto, apli

cando esses mecanismos as doencgas

metabolicas, observa-se que muitos deles podem ser interessantes para o tratamento da

obesidade e RI e os estudos presentes atualm

ente sdo escassos, incompletos e

inconclusivos tanto em animais como em humanos (79-81). Neste sentido, esse presente

trabalho pretende avaliar de uma forma mais completa a acdo de algumas cepas

probidticas na protecdo contra inflamacdo e RI

obesidade.
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2. OBJETIVOS

I. Avaliar o efeito do uso de probidticos no desenvolvimento de obesidade e
resisténcia a insulina; na sinaliza¢do da insulina em figado, musculo e tecido
adiposo; e no perfil histolégico dos tecidos adiposo e hepdtico de camundongos

Swiss tratados com dieta hiperlipidica;

II. Investigar o papel dos probidticos na permeabilidade intestinal e modulacdo da

microbiota intestinal de camundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica;

III. Avaliar o efeito dos probidtcos na via de sinalizacdo TLR4/MyDS88/IKK e JNK,

além de outras proteinas inflamatdrias nos camundongos Swiss obesos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Todos os anticorpos utilizados foram da marca Santa Cruz Technology (Santa
Cruz, CA, USA), com excecdo dos anticorpos anti-Akt, anti-phospho-Akt, anti-TLR4 e
anti-o-tubulina que foram obtidos da Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). A
insulina recombinante humana utilizada foi da Eli Lilly e Co (Indianapolis, IN, USA). Os
probidticos eram da marca Futureceuticals (Momence, IL, USA). Os outros reagentes

utilizados foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos sauddveis com idade de 8 semanas
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biol6gica da Universidade
Estadual de Campinas. Os camundongos permaneceram, durante todo o periodo de
experimento, em gaiolas consumindo 4gua e dieta sob o sistema de livre acesso, sendo a
temperatura ¢ umidade do ar controladas na faixa de 22 + 1°C e 60%-70%,
respectivamente, e ciclo de claro e escuro de 12 horas.

Os animais (n=6 por grupo) foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos,
baseando-se no tipo de dieta e tratamento (com probidticos ou ndo) que iriam receber por

5 semanas:
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- Grupo C: grupo denominado controle que recebeu dieta comercial convencional
aliada a gavagem didria de veiculo (apenas dgua estéril);

- Grupo C+PB: grupo denominado controle + probidtico que recebeu dieta
comercial convencional aliada a gavagem didria de uma solu¢do contendo
cepas probiodticas definidas (ver abaixo);

- Grupo DIO (diet-induced obesity): grupo de animais que receberam uma dieta
hiperlipidica especial confeccionada em nosso laboratdrio. Essa dieta consiste
na seguinte distribuicdo energética: 55% das calorias de lipidios, 29% de
carboidratos e 16% de proteinas (Tabela 1). Os animais desse grupo foram
gavados diariamente com dgua estéril.

- Grupo DIO+PB: esse grupo recebeu a mesma dieta hiperlipidica designada acima,
aliada a gavagem didria de uma solucdo contendo cepas probidticas definidas
(ver abaixo).

O peso corporal dos animais foi mensurado semanalmente. Niveis séricos de
glicose e insulina foram avaliados ao final do periodo experimental (5 semanas). Nesse
mesmo periodo foram realizados o teste de tolerancia a glicose, bem como o clamp
euglicémico-hiperinsulinémico. Para a extracdo de tecidos (figado, misculo
gastrocnémio, tecido adiposo epididimal, ileo e hipotdlamo) com o objetivo de analisar
proteinas, RNAs intracelulares e realizar a avalia¢ao histoldgica, os camundongos foram
anestesiados através da administracdo intraperitoneal de tiopental sédico (40mg/kg) e a

perda dos reflexos pedal e corneano foram usadas como controle da anestesia.
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Tabela 1. Ingredientes e Composi¢do Nutricional entre a dieta padrdo AIN93G e a dieta

modificada hiperlipidica aplicada em nosso laboratorio

Ingredientes A(H;II?G Kcal/Kg ga tulgl da Kcal/Kg
g/Ke) (g/Kg)
Amido de milho 397,5 1590 115,5 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de Soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50 -
Mistura de minerais 35 - 35 -
Mistura de vitaminas 10 - 10 -
L-cistina 3 - 3 -
Colina 2,5 - 2,5 -
Total 1000 3948 1000 5358
Adaptado de Reeves (82)

3.3 Tratamento com probioticos

As cepas de probidticos utilizadas foram: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophillus e Bifidobacterium bifidum. Durante as 5 semanas de tratamento (com dieta e
probiéticos), os animais receberam diariamente uma concentracdo de 6x10® UEC de cada
cepa, resultando em uma concentragdao final didria de 1,8)(109 UFC de bactérias. Os
probidticos utilizados foram diluidos em 300ul de dgua estéril para a gavagem. Os grupos
de animais que ndo receberam a solugdo contendo probidticos, foram gavados

diariamente e durante o mesmo periodo com 300ul de dgua estéril.
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3.4 Niveis sanguineos de citocinas, insulina e glicose

Ao final do tratamento com probidticos, amostras de sangue foram coletadas para
a determinacdo de insulina basal, TNF-a, GLP-1 e IL-6, utilizando Kits de ELISA
(Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay) das marcas Millipore (St Charles, MO, USA)
para insulina e Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA) para as outras moléculas
analisadas. Os ensaios foram realizados de acordo com as especificacOes do fabricante.
Os valores de glicose foram mensurados a partir do sangue venoso da cauda dos animais

utilizando o glicosimetro (Bayer).

3.5 Niveis Portais de LPS

Amostras de soro estéreis, obtidas a partir do sangue venoso portal, foram diluidas
a 20% (vol./vol.) com &4gua livre de endotoxinas. Essas amostras diluidas foram entdo
aquecidas a 70°C por 10 minutos para inativar proteinas séricas. O LPS foi quantificado
usando-se um kit disponivel comercialmente chamado Limulus Amebocyte Assay

(Cambrex, Walkersville, MD, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.6 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal

Ap6s jejum de 8 horas, o sangue venoso da cauda dos animais, foi extraido para

avaliacdo de glicemia e insulinemia de jejum. Depois, a glicose na concentracdo de 1g/kg

foi injetada intraperitonealmente e, novamente, amostras de sangue venoso da cauda do
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animal foram retiradas apds 30, 60, 90 e 120 minutos da inje¢do para analise dos niveis

glicémicos e insulinémicos nesses pontos.

3.7 Clamp Euglicémico-Hiperinsulinémico

Apds 5 semanas de tratamento com probidticos, seguido de jejum noturno de 8
horas, os camundongos foram anestesiados para a cirurgia de implante de catéteres. Os
animais foram entdo submetidos ao Clamp Euglicémico-Hiperinsulin€émico com a
durag@o de 120 minutos e com uma infusdo continua de insulina (30 mU Kg_; min_ ). A
glicemia foi aferida a cada 5 minutos e a glicose (em uma concentracdo de 5% do peso
corporal/volume) foi infundida em uma taxa variada para manter a glicemia entre 90-

100mg/dl.

3.8 Extracao de Tecidos

Os animais permaneceram em jejum por 12 horas antes da extracdo de tecidos.
Eles foram anestesiados e a cavidade abdominal de cada um foi aberta para a exposicao
da veia porta, onde foi injetado 0,2ml de salina, com ou sem a presenca de insulina (10°
*mol.I™"). Ap6s 30 segundos da injecao de insulina, o figado foi removido e 90 segundos
depois, o musculo gastrocnémio e o tecido adiposo epididimal foram extraidos, picados
grosseiramente € homogeneizados imediatamente em TRIZOL (Invitrogen), para
obten¢cdo de RNA; ou em um tampao de extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris

(pH 7,4), 100 mM pirofosfato de sédio, 100 mM fluoreto de s6dio, 10 mM EDTA, 10
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mM vanadato de sédio, 2 mM PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4°C, usando um
polytron (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA), operado em
maxima velocidade por 30 s. Em todas as amostras com tampao de extragdo de proteinas
foi adicionado triton X-100 1% e as mesmas permaneceram no gelo por 40 minutos. O
material extraido foi entdo centrifugado na velocidade de 11000 rpm por 40 minutos a
4°C, para remover o material insoldvel, utilizando-se o sobrenadante para as etapas
seguintes: uma parte foi utilizada para determinar a concentracdo protéica de cada
amostra pelo método colorimétrico de biureto e outra parte foi utilizada para avaliacdao do
extrato total, ou seja, separacao das proteinas em SDS-PAGE, com tampao de Laemmli,
acrescido de DTT 200 mM, em proporcao de 5:1, mantido sempre a 4°C até o momento
de submeter a fervura a 100°C durante 5 minutos. As técnicas de imunoprecipitacio e

imunoblot serdo descritas a seguir.

3.9 Preparo de Proteinas e Analise de Western Blots

3.9.1 Imunoprecipitacio (MyD88/TLR4)

Adicionaram-se as amostras anticorpos especificos para imunoprecipitacio (anti-
MyD88). A incubag¢do permaneceu em constante agitagdo por um periodo de 12 horas.
Em seguida, os imunocomplexos foram recuperados com Proteina A Sepharose 6 MB
por 2 horas a 4°C e decantados por centrifuga¢do por 15 minutos a 4°C/11000 rpm. O
precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampao de lavagem
(2 mM ortovanadato de sédio, 100 mM Tris-HCI; 1 mM RDTA; 0,5% Triton X-100). O

sobrenadante foi descartado, ficando-se apenas com as proteinas precipitadas
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(imunocomplexos). Adicionou-se Laemmli acrescido de DTT e apds rdpida fervura de 5
minutos as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida para separacdo por

eletroforese (SDS-PAGE).

3.9.2 Western blots

Ap6s determinacdo de proteina de cada amostra (extrato total), estes foram
ressuspensos em tampao de Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT. Assim como o0s
imunocomplexos, houve rdpida fervura das amostras que e em seguida foram aplicadas
em gel de poliacrilamida para separacdo por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas
separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A membrana de nitrocelulose foi incubada
“overnight” com anticorpo especifico. A ligacdo de anticorpo a proteinas nao-
especificas foi minimizada pela pré-incubacdo da membrana de nitrocelulose com
tampao de bloqueio (5% de leite em p6 desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de
NaCl; 0.02% de Tween 20) por 1,5 hora. O sinal foi detectado por tratamento com 2 UCi
de ['*I] Proteina A (30 pCi/pg) em 10 mL de tampdo de bloqueio por 2 horas em
temperatura ambiente (20 °C) e exposicdo a filmes de RX Kodak a -80°C de 12-48
horas. As bandas identificadas nas auto-radiografias foram quantificadas através de

densitometria.
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3.10 Extracao de RNA e PCR Real Time

3.10.1 Extraciao de RNA total

Os tecidos de interesse foram homogeneizados em Trizol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) e o RNA foi isolado dos tecidos de interesse seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram conservadas a -80C°. O tratamento com DNase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foi realizado com a finalidade de eliminar possivel
contamina¢do do material com DNA gendmico. O RNA solubilizado em dgua DEPC foi

quantificado em espectrofotometro (260nm).

3.10.2 Transcricao Reversa

Um pg das amostras foram submetidas a transcri¢do reversa (RT) segundo o
protocolo do kit ThermoScript'™™ RT-PCR System (Invitrogen Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA). O cDNA sintetizado foi quantificado em espectrofotometro.

3.10.3 Reacao de PCR Real Time

Para a amplificacdo das amostras, 20ng de cDNA foram acrescentados 300nM de
primers especificos dos genes selecionados e 12,5ul de SYBR® Green Master Mix PCR
(Aplied Biosystems - Carlsbad, CA, USA). Controles sem adi¢ao de primers também
foram utilizados e todas as amostras foram processadas em triplicata na mesma placa de

96 pocos (MicroAmp Optical 96-well reaction plate - Applied Biosystems - Carlsbad,
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CA, USA). As condig¢des de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final de cada reagdo foi utilizado o protocolo de
dissociagdo, a fim de se avaliar a presenca de amplificacdo inespecifica.

Os primers utilizados para a amplificacdo estdo na Tabela 2. Para fins de
normalizacdo e referéncia para quantificacdo, em cada amostra de cDNA serd
amplificado gene de manutencao celular GAPDH.

A andlise relativa dos dados serd obtida pela derivagdo da férmula aritmética 2°
ARCT. que determina os niveis de expressdo génica das amostras sempre em relacdo a

amostra calibradora, como descreve o manual do equipamento (ABI 5700 Sequence

Detector System - Applied Biosystems).

Tabela 2. Seqiiéncias de Primers de camundongos para PCR Real-Time quantitativo

Nome do Gene Primer Forward (5°23°) Primer Reverse (5°2>3)
Anglp-4 (Fiaf) GGGACCTTAACTGTGCCAAGAG GGAAGTATTGTCCATTGAGATTGGA
CDh14 CTTCCCACAGGCAGCACAG AATGATGAGAGGCAGCAAGAGG
GAPDH CTCATGACCACAGTCCATGC CACATTGGGGGTAGGAACAC
IL-1p AAATGCCTCGTGCTGTCTGACC CTGCTTGAGAGGTGCTGA TGTACC
IL-6 GGAAATCGTGGAAATGAGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATAC
NPY AATCAGTGTCTCAGGGCTGGAT CCGCTCTGCGACACTACATC
POMC AAGAGCAGTGACTAAGAGAGGCCA ACATCTATGGAGGTCTGAAGCAGG
Pro-glucagon TGGCAGCACGCCCTTC GCGCTTCTGTCTGGGA

TLR4 GCAGAAAATGCCAGGATGATG AACTACCTCTATGCAGGGATTCAAG
TNF-a AGTTCCCAAATGGCCTCCC TGTCACTCGAATTTTGAGAAGATG
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3.11 Histologia e Imunohistoquimica

Fragmentos de tecido adiposo e figado dos camundongos ao final do tratamento
foram retirados para procedimento histoldgico. Os tecidos foram imediatamente
colocados em um recipiente contendo paraformoldeido tamponado a 4% e ficaram por
pelo menos 6 horas em banho para adequada fixacdo. Posteriormente, os tecidos foram
processados com dlcool em crescentes concentragdes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol e
parafina, incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de 5 pm com o auxilio
de um micrétomo e fixados em laminas de microscopia. Para a visualizacdo das
estruturas em microscopio optico, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. No
tecido adiposo, a drea de superficie media dos adipdcitos, usando o programa Image J,
conforme previamente descrito (83).

Para a imunohistoquimica, os cortes de 5 pm de tecido adiposo foram fixados em
laminas silanizadas e posteriormente submetidos a marcagcdo simples, utilizando o
anticorpo F4/80+, e detectados através do kit de imuno-histoquimica (ADVANCE™
HRP, Dako Cytomation) seguindo instru¢des do fabricante. A andlise e a documentacao
dos resultados foram realizadas utilizando microscépio e a avaliagcdo semiquantitativa de
F4/80 foi determinada por contagem do numero de células positivamente coradas pelo
anticorpo no tecido adiposo. O tecido adiposo também foi avaliado pela densidade de
crown-like structures (nimero médio de CLS dentro de 10 campos de alta poténcia por

animal).

Materiais e Métodos
61



3.12 Metagenomica

3.12.1 Extracao de DNA

Amostras de fezes dos animais foram retiradas do célon distal, congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. O DNA das bactérias foi
extraido usando QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Aliquotas de 2 pl dos produtos de extragdao foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (10

mg/mL) para confirmag¢do da extracdo e a integridade do DNA.

3.12.2 Montagem das bibliotecas

A estratégia baseou-se no uso de pares de primers para amplificacdo de produtos
especificos contendo MIDs (seqii€ncias especificas para cada amostra como um c6digos
de barras) e adaptadores especificos para o seqiienciamento 454. Quando o PCR foi feito,
o primer garantiu a especificidade do produto e incorporou a MID e o adaptador ao
fragmento amplificado (Fig. 5).

Uma biblioteca de produtos de PCR (amplicons) da subunidade menor do RNA
ribossomal (regido hipervaridvel dos genes V2-V3) foi gerada dessa maneira para cada
amostra com uma polimerase de alta fidelidade. A PCR foi realizada utilizando o par de
primers  descrito por Chakravorty et al. (84): Primer Forward: 5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; Primer Reverse: 5’-GCTGCCTYCCGTAGGAGT-
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3’. A integridade dos amplicons foi analisada em gel de agarose. As bandas
correspondentes foram cortadas e purificadas a partir do gel.

Ap6s uma quantificacdo com fluorescéncia com o QuantiT PicoGreen dsDNA
Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), as bibliotecas foram misturadas em
concentracdes equimolares e novamente purificadas com o kit AMPURE XP (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). O controle da qualidade do pool de amplicons foi feito através do
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Alemanha) e uma nova
quantificacdo do material foi obtida com o QuantiT PicoGreen dsDNA Assay Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O seqiienciamento unidirecional foi realizado através

do Sistema da plataforma da Roche 454 GS-FLX+ (Roche Applied Science, Mannheim,

Alemanha).
454A MID TS-F
\ q amplicon
e |
r———————————————————————
N—t
1 TS-R  454B
454A MID amplicon

| | ————
| | | N—
454B

Figura 5. Confeccdo de PCRs com seqiiéncias especificas para identificacdo e seqiienciamento dos
amplicons
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3.12.3 Analise dos resultados

Os dados brutos de seqiienciamento foram filtrados e triados de acordo com a
qualidade. As seqiiéncias foram cortadas através da remog¢do das seqiiéncias de primers,
dados de baixa qualidade, seqiiéncias que ndo correspondiam ao primer, que possuiam
dados ambiguos ou que eram menores que 50 nt. O pool de seqiiencias foi separado por
amostra através das identificagcdes nas MIDs. Os dados tratados foram analisados por
bioinformatica utilizando “Basic Local Alignment Search Tool X’ (BLASTX),
observados com o software METAREP, e comparados segundo a prevaléncia dos filos

entre 0s grupos.

3.13 Sinalizac¢ao de insulina e leptina no hipotalamo

3.13.1 Canulacao Intracerebroventricular

Para ambos os estudos de sinalizacdo hipotalamica da insulina e medida da
ingestdo alimentar, os camundongos Swiss foram estereotaxicamente instrumentados sob
injecdo intraperitoneal de uma mistura de quetamina (10 mg) e diazepam (0,07 mg) (0,2
ml/100 g de peso corporal). Apds a anestesia total do animal, foi implantado
assepticamente uma canula (agulha de tamanho 26G feita de aco inoxidédvel) dentro do
terceiro ventriculo, seguindo as coordenadas a partir do bregma, -1,8 mm antero posterior
e -5,0 mm abaixo da superficie do cranio dos camundongos, tal como descrito

anteriormente (14).
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3.13.2 Injecao intracerebroventricular de insulina

Depois de 5 semanas de tratamento, 5 animais de cada grupo (C, C+PB, DIO e
DIO+PB) foram colocados em gaiolas metabdlicas. Apds 3 dias de adaptacgdo, eles foram
privados de comida por duas horas, com livre acesso a 4gua, e receberam infusdo
intracerebroventricular (ICV) de salina ou insulina (200 mU em 2pl; Eli Lilly and
Company, Indiandpolis, EUA) as 18:00 para avaliar a ingestdo de alimentos. O consumo
alimentar foi determinado medindo a diferenca entre o peso da dieta dos grupos C, C+PB,
DIO e DIO+PB no final de um periodo de 4h ou 12h. Para a andlise de sinalizagdo de

insulina no hipotdlamo, Western Blotting foi realizado e a insulina foi injetada 15 minutos

antes da extracdo do tecido hipotalamico.

3.13.3 Injecao intraperitoneal de leptina

Depois de 5 semanas de tratamento, 5 animais de cada grupo (C, C+PB, DIO e
DIO+PB) foram colocados em gaiolas metabdlicas. Apds 3 dias de adaptacdo, eles
receberam uma injecdo intraperitoneal (IP) de salina por 2 dias aproximadamente as
18:00. A partir do terceiro dia, alguns animais de cada grupo (escolhidos aleatoriamente)
receberam a injecdo de leptina recombinante (3mg/kg de peso corporal; Calbiochem®,
San Diego, CA, USA), enquanto os outros continuaram recebendo salina no mesmo
horério, como previamente descrito (85) e por 4 dias consecutivos. O peso corporal e a

ingestdo alimentar foram aferidos diariamente antes e depois da infusdo de leptina. Para a
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andlise hipotalamica da sinalizacdo da leptina, a técnica de Western Blotting foi realizada

e a leptina foi injetada intraperitonealmente 45 minutos antes da extracdo do tecido.

3.13.3 Determinacao de Ingestao Alimentar

Os tratamentos intraperitoneal e intracerebroventricular dos hormoénios foram
realizados entre 17:30 e 18:00. Logo apds, as dietas foram oferecidas aos quatro grupos e
a ingestdo alimentar foi determinada pela afericdo da diferenca entre o peso da dieta

oferecida inicialmente e ao final do periodo de 4, 12 ou 24 horas.

3.14 Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio-padrdo da média. A
comparagdo entre 2 médias foi feita pelo teste t de Student ndo pareado e entre 3 ou
mais medias por andlise de variancia (two-way ANOVA) e em seguida aplicacdo do

teste post-hoc de Bonferroni, com nivel de significancia pré-fixado em P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros fisiologicos e metabélicos

A figura 6 mostra dados metabdlicos comparativos considerando os 4 grupos do
estudo: controles (C), controles tratados com probidticos (C+PB), obesos (DIO) e obesos
tratados com probidticos (DIO+PB). O ganho de peso e a quantidade de gordura
epididimal tiveram valores muitos semelhantes entre os grupos de animais controles.
Entretanto, houve um grande aumento no ganho de peso e na gordura epididimal no
grupo DIO (quando comparado com os controles) e o uso de probidticos proporcionou
uma reducdo significativa nesses parametros (Fig. 6 A, B). Relacdes semelhantes também
foram encontradas para os valores plasméticos de glicemia de jejum e séricos de insulina
de jejum (Fig. 6 D, E). Os niveis séricos da adiponectina tiveram valores similares entre
os grupos C e C+PB e um aumento significativo foi observado no grupo DIO+PB em
relacdo ao DIO (Fig. 6 C).

Em relagdo aos testes que avaliam a resisténcia a insulina dos animais, oS
camundongos alimentados com a dieta hiperlipidica mostraram uma grande reducdo na
taxa de infusdo de glicose mensurada pelo clamp euglicémico-hiperinsulinémico quando
comparada com os grupos controles. Depois do tratamento com probidticos por 5
semanas, a sensibilidade a insulina foi parcialmente restaurada (Fig. 6 F). O teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal foi realizado e o uso de probidticos em animais obesos
também foi capaz de melhorar os valores de glicemia e insulina em todos os tempos

avaliados no teste (Fig. 7 A-D).
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Figura 6. Parametros fisiol6gicos e metabdlicos de camundongos controles, controles tratados com
probidticos por 5 semanas (C+PB), obesos (DIO) e obesos tratados com probidticos por 5 semanas
(DIO+PB). A, ganho de peso; B, gordura epididimal; C, adiponectina; D, glicemia de jejum; E, insulina de
jejum; F, clamp euglicémico-hiperinsulinémico. Dados representam media + DP de 10 camundongos por
grupo. * p<0,05 comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.
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Figura 7. Teste de tolerancia a glicose (TTG) realizado em camundongos controles, controles tratados com
probidticos por 5 semanas (C+PB), obesos (DIO) e obesos tratados com probidticos por 5 semanas
(DIO+PB). A-B, curva glicémica e drea sobre a curva (ASC) durante o TTG; C-D, curva insulin€émica e
ASC durante o TTG. Dados representam media + DP de 12 camundongos por grupo. * p<0,05
comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.
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4.2 Efeitos da suplementacdo de probidticos na via de sinalizacao da insulina em

tecidos insulino-sensiveis

Como observamos mudancas positivas nos efeitos fisiolégicos da insulina com o
tratamento de probidticos nos camundongos DIO, nés decidimos examinar os efeitos da
administracdo dessas bactérias benéficas na via de sinalizagdo da insulina em seus
tecidos-alvos cldssicos. Como esperado, no figado, musculo gastrocnémio e tecido
adiposo epididimal dos animais tratados com dieta hiperlipidica os niveis de fosforilacdo
em tirosina de IRP, IRS1 e de fosforilacio em serina de Akt foram significativamente
reduzidos quando comparados com os niveis de fosforilacio dos grupos com animais
controles (C e C+PB), os quais ndo apresentaram diferencas de fosforilacdo entre eles
(Fig. 8 A-I). Além disso, o grupo de animais obesos tratados com probidticos exibiu uma
maior fosforilagdo dessas proteinas quando comparado com o grupo ndo tratado, com
excecdo da fosforilacdo IRS1 em figado, que exibiu niveis de fosforilagdo semelhantes
aos camundongos obesos e ndo tratados (Fig. 8 B). Nao houve diferencas na expressao

das proteinas totais Irf}, IRS1 e Akt entre os grupos C, C+PB, DIO, DIO+PB.
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Figura 8. Efeitos da administracdo de probidticos na via de sinalizacdo da insulina em animais tratados
com dieta hiperlipidica e controles. A-C, blots representativos da fosforilagdo em tirosina no figado de Irf3
(A), IRS1 (B) e fosforilacdo em serina no mesmo tecido da Akt (C) de animais controles, C+PB, DIO,
DIO+PB (blots superiores) e expressdo das mesmas proteinas em suas formas ndo fosforiladas (blots
inferiores). D-F, blots representativos da fosforilacdo em tirosina no misculo esquelético de Irf (D), IRS1
(E) e fosforilagdo em serina no mesmo tecido da Akt (F) de animais controles, C+PB, DIO, DIO+PB (blots
superiores) e expressdo das mesmas proteinas em suas formas nio fosforiladas (blots inferiores). G-I, blots
representativos da fosforilagcdo em tirosina no tecido adiposo epididimal de Irp (G), IRS1 (H) e fosforilagdo
em serina no mesmo tecido da Akt (I) de animais controles, C+PB, DIO, DIO+PB (blots superiores) e
expressdo das mesmas proteinas em suas formas nio fosforiladas (blots inferiores). Cada barra representa a
média + DP da quantificacdo densitométrica de blots resultantes de 3 experimentos diferentes. * p<0,05
comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.

IB — immunoblot; p — fosforilado.
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4.3 Efeitos da suplementacao de probioticos na via de sinalizacido TLR4 em tecidos

insulino-sensiveis

Como esperado, o tratamento com a dieta hiperlipidica ativou a sinalizacdo do
receptor de sistema imune inato TLR4 em figado, musculo e tecido adiposo nos animais
do grupo DIO. Este fato foi observado pela maior interacio do TLR4 com sua proteina
adaptadora MyD-88 (Fig. 9 B, D, F). Esse evento resultou em maior fosforilagdo e
ativacdo das serina-quinases JNK, IKKp e fosforilacdo e degradacdo de IxBa, elevando
conseqiientemente a fosforilagao de IRS1 no residuo Ser307, que por sua vez induziu RI
nos trés tecidos analisados. A ativagdo da sinalizagdo TLR4 também proporcionou
maiores niveis de iNOS nos tecidos insulino-sensiveis, molécula capaz de gerar
resisténcia a insulina por mecanismos de S-nitrosacdo (Fig. 9 A, C, E). A administracdo
de probidticos juntamente com a dieta hiperlipidica foi capaz de reduzir a ativacdo da
sinalizacdo do TLR4, diminuindo conseqiientemente a ativacdo das serina-quinases JNK,
IKKp, a fosforilicdo de IkBa e de IRS1 em Ser307 e os niveis de iNOS (Fig. 9 A-F). Em
relagdo aos camundongos controles, o uso de probidticos ndo proporcionou mudangas na
sinalizacdo do receptor TLR4, com excecdo da proteina iNOS, que reduziu de forma

significativa no figado, musculo e tecido adiposo dos controles tratados (Fig. 9 A, C, E).
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Figura 9. Efeitos da administragdo de probidticos na ativa¢do do TLR4 (B, D, F) e nas principais proteinas
de sua sinalizagdo (A, C, E) em camundongos controles e DIO. Esses efeitos foram avaliados no figado (A,
B), musculo esquelético (C, D) e tecido adiposo epididimal (E, F). Cada barra representa a media + DP da
quantifica¢do densitométrica de blots resultantes de 3 experimentos diferentes. * p<0,05 comparado com
DIO e # p<0,05 comparado com controle.

IB — immunoblot; p — fosforilado.
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4.4 Efeitos da suplementacdo de probidticos nos niveis teciduais e circulantes de

citocinas inflamatorias

A expressdo de mRNA das citocinas TNF-q, IL-6 e IL-1p foram examinadas em
figado, miusculo e tecido adiposo. Os niveis de mRNA de citocinas nos camundongos
DIO eram maiores do que os grupos controles (C e C+PB) (Fig. 10 A-I). J4 a quantidade
relativa dos transcritos de TNF-a, IL-6 e IL-1B3 no grupo DIO+PB diminuiu
significativamente quando comparado com o grupo DIO (Fig. 10 A-I). Em adi¢do, nds
analisamos as concentragdes séricas de TNF-a e IL-6, que diminuiram com o tratamento
com probidticos nos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica em relagdo aos
ndo tratados. Os niveis circulantes dessas citocinas permaneceram estdveis entre oOS

grupos controles (C e C+PB) (Fig. 10 J, K).
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Figura 10. Niveis teciduais de mRNA de IL-1B, IL-6 e TNF-a e niveis séricos de IL-6 e TNF-a em animais
controles, controles tratados com probidticos por 5 semanas (C+PB), obesos (DIO) e obesos tratados com
probidticos por 5 semanas (DIO+PB). A-C, determinacio da expressdo de mRNA de TNF-a por qPCR RT
em figado (A), miisculo esquelético (B) e tecido adiposo epididimal (C); D-F, determinagdo da expressao
de mRNA de IL-6 por gPCR RT em figado (D), miisculo esquelético (E) e tecido adiposo epididimal (F);
G-I, determinacdo da expressdo de mRNA de IL-1B por qPCR RT em figado (G), misculo esquelético (H)
e tecido adiposo epididimal (I); J e K, determinacdo de IL-6 e TNF-o séricos por ELISA. Dados
representam média + DP de 8 camundongos por grupo. * p<0,05 comparado com DIO e # p<0,05
comparado com controle.
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4.5 Efeitos do tratamento com probiéticos na microbiota intestinal

Baseando-se na andlise por 16S rRNA da seqii€éncia metagendmica das fezes dos
animais, n6és observamos uma mudanca de perfil da microbiota dependendo do tipo de
dieta consumida e do uso ou ndo de probidticos. Entre os camundongos controles, o
tratamento com probidticos aumentou a prevaléncia de Firmicutes e Actinobacteria e
diminuiu a presenca de Bacteroidetes em relagdo aos animais ndo tratados. J4 entre os
camundongos alimentados com racdo e os alimentados com dieta hiperlipidica, grandes
mudancas de perfil de microbiota podem ser pontuadas: houve um aumento consideravel
na prevaléncia de Bacteroidetes e reducdo no filo Firmicutes e Actinobacteria nos
animais DIO quando comparado aos do grupo C. E por fim, o uso de probidticos nos
animais obesos, em relacdo aos obesos ndo tratados, proporcionou a manutencdo da
presenca de Bacteroidetes, o aumento na prevaléncia de Actinobacteria e a redu¢do no
filo Firmicutes. A administracdo de probidticos também promoveu uma maior variedade
de filos presentes nas fezes nesses animais (Fig. 11 A-D).

A figura 11 ainda mostra a distribuicdo de alguns géneros dos filos Bacteroidetes
e Firmicutes nos grupos DIO e DIO+PB. Apesar do tratamento com probidticos ndo ter
mudado a prevaléncia de Bacteroidetes nos animais tratados com dieta hiperlipidica,
houve uma grande mudanca na concentracdo de alguns géneros: o género Bacteroides e
Alistipes aumentaram de maneira relevante em relacdo aos animais obesos ndo tratados.
Em adicao, no filo Firmicutes, a administragdo de probidticos proporcionou uma reducio
dos géneros Robinsoniella e Riminococcus quando comparado com o grupo DIO (Fig. 11

E, F).
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Figura 11. Andlise metagenomica da prevaléncia e distribui¢do de filos da microbiota intestinal de

camundongos controles (A), controles tratados com probidticos por 5 semanas (B), obesos (C) e obesos
tratados com probidticos por 5 semanas (D). E e F, prevaléncia de alguns géneros dentro das familias
Bacteroidetes e Firmicutes dos animais obesos e obesos tratados com probidticos. Os graficos com os filos
foram extraidos usando o software METAREP baseado na analise BLASTX dos DNAs extraidos das fezes

dos camundongos.
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4.6 Efeitos do uso de probidticos na modulacio da expressao de proteinas e mRNA

envolvidos com os equilibrios metabélico e imunolégico do ileo

Depois de observar as mudangas na microbiota das fezes, fomos verificar se tais
alteracdes poderiam modular o sistema imunoldgico e a permeabilidade intestinais, mais
especificamente no ileo. No que diz respeito a permeabilidade, foram avaliadas duas
proteinas de tight-junctions muito importantes: ZO-1 e Ocludina. Ambas as proteinas
estavam reduzidas nos camundongos DIO comparados aos controles, enquanto que o uso
de probidticos nos animais obesos restaurou parcialmente a expressdo dessas proteinas
(Fig. 12 D, E). E foi provavelmente pela modulacido na permeabilidade intestinal, que os
valores portais de LPS do grupo DIO+PB reduziram de forma significativa quando
comparados com os do grupo DIO, quase se igualando aos valores dos controles (Fig. 12
H). Alem disso, uso de probidticos em controles ndo modificou o padrio de expressdao de
proteinas tight-junctions (Fig. 12 D, E). O tratamento com probiético nos animais DIO
também diminuiu os altos niveis de mRNA de CD14 e da proteina NODI no {leo para
parametros de expressao semelhantes aos dos controles (Fig. 12 C, F).

A administracio de probidticos em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica ainda aumentou a expressdo em ileo do mRNA Fiaf e os niveis circulantes
de GLP-1 (Fig. 12 A,G), quando comparados aos ndo tratados, proporcionando
modulacdes metabodlicas sistémicas importantes. Em concordancia com os niveis
circulantes de GLP-1, verificamos variagdes favordveis nas quantidades do mRNA pro-

glucagon (precursor de GLP-1) entre os grupos, com diminui¢do da expressdo génica em
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animais obesos em relacdo aos controles e o reversdo parcial da expressio com o

tratamento com probidticos (Fig. 12 B).

Resultados
80



A B C
PRI i’ mBEMhA Pro- uraoon o I e e I |
IRINA TS = [NLICT I L Y WO AU by §
25— z3 z5
] w ™
= . = =
= acl = - T =
© | R | . ©
m | p - : ™
215 = [ [ . &
& | CAERRE el IR E
a ST - | [l B =
| | e | | Il ]
ia | | sl | - | [ i
£ oansd | £ [ [ e -y
x | | K | | - | | 5k =
o | y | | I | | o
B [ CLrE DI D s
™ — -
L/ — r
R e e = | o P —— R
IB: £0-1 IB: Dzsluding N S 1B NODT | — e —
gy — .
= L 20 £ 20
15 c & U - - - C % 7
E Eg B ;
£ 2 O 23 7 -
o o B H l
: Fr ™ iy = S
= £ L] o
E ET A R R,
o m S R non
i ET M- ET XA T
it 0 Y
o StRE CIG DIO4FS C  C+FE  CID DIG-FB

B a tubulina I-— IB: a luaulina [B: & tubulina ‘--r

®
T

uh

M

L = B [ e e ) iz LB DD Do+

GLFA Sereo i
LFS Pertal ‘EUfm b
*

o

S S
S S A

Figura 12. Efeitos da administragdo de probidticos na expressdo de proteinas de tight-junctions e nas
modula¢des metabdlica e imunoldgica do intestino (ileo). A: niveis ileais de mRNA de Fiaf; C e F:
moléculas do sistema de reconhecimento de patégenos, mRNA de CD14 (C), proteina NOD1 (F) em ileo;
D e E: proteinas de tight-junctions, ZO-1 (D) e Ocludina (E), presentes no fleo; B e G: concentracdes
séricas de GLP-1 (G) e de seu precursor intestinal pro-glucagon (B); H: niveis portais de LPS em
camundongos controles, controles tratados com probidticos por 5 semanas, obesos e obesos tratados com
probidticos por 5 semanas. Dados sdo apresentados como media + DP de 6 animais por grupo. * p<0,05
comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle. IB — immunoblotting.
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4.7 Efeitos do tratamento com probidticos na histologia de figado e tecido adiposo e

na infiltracdo de macroéfagos no tecido adiposo

A visualizacdo microscépica do tecido hepdtico revelou que o tratamento com dieta
hiperlipidica promoveu o desenvolvimento de esteatose hepdtica, enquanto que o uso de
probidtico nessas condi¢Oes praticamente impediu o actimulo de gordura no figado,
proporcionando uma imagem muito semelhante a imagens de parénquima hepdtico
sauddvel (Fig. 13 A-D).

A avaliacdo do tecido adiposo revelou diferengas significativas no tamanho dos
adipdcitos do grupos DIO em relagdo aos grupos controles. Entretanto, entre os grupos
DIO, observou-se que o uso de probidticos foi capaz de diminuir a drea dos adipdcitos de
forma relevante, porém ainda distante dos valores dos controles. Essa diferenca de
tamanho dos adipdcitos torna-se clara quando a relacionamos com o menor ganho de
peso do grupo DIO+PB em relagdo ao grupo DIO. A dieta hiperlipidica proporcionou
uma grande infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, determinada pela coloracdo
F4/80+, mas o tratamento com probidticos foi capaz de reduzir tal infiltracdo e também o
nimero de crown-like structures, que estavam abundantemente presentes nos animais

DIO (Fig 14 A-F).
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Figura 13. Caracterizacdo morfolégica de amostras de figado. Coloracdo hematoxilina e eosina de se¢Ges
histolégicas de Sum de parénquima de figado de camundongos controles (A), controles tratados com
probioticos por 5 semanas (B), obesos (C) e obesos tratados com probioticos por 5 semanas (D) (escala de
100 pm). Micrografias sdo representativas de 6 animais por grupo.
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Figura 14. Caracterizacdo morfoldgica de amostras de tecido adiposo epididimal. A-D, representativo de
coloragdo imunohistoquimica de se¢des histoldgicas de S5um de gordura epididimal usando o marcador
especifico de macréfago F4/80+ em camundongos controles (A), controles tratados com probidticos por 5
semanas (B), obesos (C) e obesos tratados com probidticos por 5 semanas (D) (escala de 100 um); E,
quantificacio da drea de adipocitos (um®) dos animais; F, prevaléncia de estruturas crown-like. Setas
indicam estruturas crown like através da deteccdo por F4/80+. Micrografias sdo representativas de 6
animais por grupo. Cada barra do gréfico sdo resultado da media + DP de 6 animais por grupo. * p<0,05
comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.
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4.8 Efeitos do tratamento com probidticos no controle da ingestao energética e na

inflamacao do hipotalamo

Na obesidade, hd uma atenuacgdo das vias de sinaliza¢do hipotalamicas da insulina e
leptina, levando a hiperfagia e reducao significativa do gasto energético, visto que esses
hormonios apresentam fungdes anorexigé€nica e termogénica. NOs observamos que a
administracdo de probidticos em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
melhorou a resisténcia a leptina e insulina neste tecido, pois o estimulo com esses
hormonios gerou uma reducdo significativa na ingestdo energética no grupo DIO+PB em
relacdo ao grupo DIO (Fig. 15 A, C), além do amento na fosforilacdo das proteinas IRf3,
IRS1 e Akt (via insulina) e JAK2 e STAT3 (via leptina) no hipotdlamo (Fig. 15 B, D). O
uso de probidticos nesse modelo de obesidade também modulou a expressdo de
neurotransmissores via diminui¢do da fosforilacio de AMPK e aumento da fosforilacao
de FOXO, o que resultou no aumento das concentracdes de mRNA de POMC e reducdo
nos niveis de mRNA de NPY (Fig. 15 E-H). Esses dados justificam o fato dos animais
do grupo DIO+PB ganharem menos peso e terem um consumo energético menor em
relagdo aos camundongos obesos.

Nos avaliamos também o efeito dos probidticos nas principais proteinas da via de
sinalizacdo do receptor TLR4, bem como nas concentragcdes de mRNA de citocinas
inflamatdrias no hipotdlamo. De forma semelhante aos tecidos-alvos de acdo cldssica da
insulina, a administra¢do de probidticos juntamente com a dieta hiperlipidica foi capaz de
diminuir a ativacdo da sinalizagdo do TLR4, diminuindo conseqiientemente a ativacao

das serina-quinases JNK, IKKp, a fosforilacio de IRS1 em Ser307 e os niveis de iNOS
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(Fig. 16 A). Os niveis de mRNA das citocinas IL-6, IL-1p ¢ TNF-a e do TLR-4 também
diminuiram de forma significativa (Fig. 16 B-E). Em relacdo aos camundongos
controles, o uso de probidticos ndo proporcionou mudangas na sinalizacdo do receptor

TLR4 no hipotalamo dos controles tratados.
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Figura 15. Efeito do uso de probidticos nas vias de sinalizacfio hipotalamicas de leptina e insulina e no
controle da ingestdo alimentar. A, ingestdo calérica de 4h e 12h depois da infusdo intracerebroventricular
(ICV) de insulina em camundongos DIO e DIO+PB; B, fosforilagdo hipotalamica de Ir, IRS1 e Akt (blots
superiores) e as mesmas proteinas ndo fosforiladas (blots inferiores), com ou sem estimulo de insulina ICV
de animais obesos e obesos tratados com probidticos; C, ingestdo energética controlada por 6 dias, sendo
que os dois primeiros dias com infusdo intraperitoneal (IP) didria de salina e os 4 dltimos dias com infusdo
IP didria de leptina em animais DIO e DIO+PB; D, fosforilacdo hipotaldmica de JAK2 e STAT3 (blots
acima) e as mesmas proteinas ndo fosforiladas (blots abaixo) de animais DIO e DIO+PB com ou sem
estimulo de leptina IP; E, fosforilagcdo hipotalaimica de AMPK em camundongos controles, C+PB, DIO,
DIO+PB; F, fosforilagao hipotalimica de FOXO1 em camundongos controles, C+PB, DIO, DIO+PB; G e
H, niveis de mRNA dos neurotransmissores PMC e NPY em camundongos controles, C+PB, DIO,
DIO+PB. Dados de immunoblotting sdo representativos de 3 experimentos independentes. Dados de qPCR
RT e ingestdo alimentar sdo apresentados como media + DP de 6 animais por grupo. Para itens A-D: *
p<0,05 comparado com DIO positivo, # p<0,05 comparado com DIO+PB negativo, § p<0,05 comparado
com DIO negativo. Para itens E-H: * p<0,05 comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.

IB — immunoblot; p — fosforilado.
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Figura 16. Efeitos dos probidticos nas principais proteinas da via de sinalizagdo TLR4 e nos niveis de
mRNA de TLR4 e citocinas inflamatérias no hipotdlamo. A, fosforilagdo de JNK, IKK e IRS1 em serina e
proteinas totais iNOS e TNF-a em camundongos controles, controles tratados com probidticos por 5
semanas, obesos e obesos tratados com probiéticos por 5 semanas.. B-E, niveis de expressdo génica relativa
de TLR4, TNF-a, IL-1B e IL-6 em animais controles, controles tratados com probidticos por 5 semanas,
obesos e obesos tratados com probidticos por 5 semanas. Dados sdo apresentados como media + DP de 6
animais por grupo. * p<0,05 comparado com DIO e # p<0,05 comparado com controle.

IB — immunoblot; p — fosforilado.
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5. DISCUSSAO

A inflamacdo € o principal solo comum entre obesidade e resisténcia a insulina
(RI). Ambas as condi¢des sdo fatores de risco para diversas doengas e comorbidades,
incluindo o diabetes tipo 2. A inflamagdo da obesidade € caracterizada por um processo
inflamatério de baixo grau, porém cronico e que promove diminuicdes na taxa
metabodlica basal (17). Desde a década de 1990, muitos trabalhos t€m contextualizado o
papel da inflamacdo na obesidade (20-22) e sabe-se que uma forma de tratamento da
doenca estd na modulacdo de células e moléculas do sistema imunoldgico. Neste
contexto, nosso presente trabalho mostrou que a administragdo de probidticos
concomitantemente com o inicio da dieta hiperlipidica por um periodo de 5 semanas em
camundongos Swiss atenuou o desenvolvimento de Rl e intolerancia a glicose, diminuiu a
infiltragdo de macréfagos em adipdcitos, bem como reduziu a expressdo e atividade de
mediadores inflamatérios acompanhado pela melhora na sinalizagdo da insulina em
figado, musculo, tecido adiposo (TA) e hipotidlamo. Observamos também que esses
resultados encontrados foram conseqiiéncia principalmente da modula¢do da microbiota
intestinal promovida pelos probidticos, que proporcionou maior integridade da barreira
epitelial intestinal e menores concentracdes portais de LPS. Face ao exposto, sugere-se
que o uso de probidticos pode ser uma forma de prevenir e tratar a obesidade e suas
comorbidades, por melhorar a sensibilidade a insulina e modular marcadores
inflamatérios de forma benéfica.

A microbiota intestinal € atualmente um grande objeto de estudo para os
pesquisadores de diversas dreas, incluindo a obesidade. Hoje sabe-se que tanto animais

como seres humanos podem apresentar uma microbiota obesogénica que € capaz, do
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ponto de vista metabodlico, de extrair mais energia da dieta e, do ponto de vista imuno-
funcional, alterar a permeabilidade intestinal, permitindo a translocacdo de bactérias e
fragmentos de bactérias para a circulagdo sanguinea (49,65). Um desses fragmentos que
ganham destaque € o LPS, pois € capaz de ativar um dos principais receptores do sistema
imunolégico envolvido com mecanismos moleculares de RI: o TLR4. A ligacdo do LPS a
esse receptor ativa duas serina-quinases, JNK e IKKp, que sdo responsdveis pela
atenuacdo da via de sinaliza¢cdo da insulina em seus tecidos-alvos (39).

De forma semelhante, nds verificamos que o consumo de dieta hiperlipidica
proporciona aumento de permeabilidade intestinal, por diminui¢do da expressao ileal de
proteinas de tight-junctions (ZO-1 e Ocludina). Como conseqii€ncia, observamos também
que os animais obesos apresentaram concentracdes portais de LPS superiores aos
camundongos controles, que foram suficientes para ativar TLR4 e fosforilar de JNK e
IKKpB. A ativag@o dessas serina-quinases resultou em RI, observada pelo aumento da
fosforilagdo no residuo Ser307 do IRS-1 em figado, musculo, TA e hipotdlamo.
Entretanto, o uso de probidticos conjuntamente ao consumo da dieta hiperlipidica
proporcionou expressdo de proteinas de tight-junctions em concentragdes semelhantes
aos controles, o que provavelmente reduziu os valores portais de LPS e a ativacdo da via
de sinalizacdo do TLR4. Acreditamos que a modulacdo desses mecanismos moleculares
com o uso de probidticos tenha proporcionado a melhora dos pardmetros metabodlicos
analisados, bem como os valores de fosforilacdo de importantes proteinas integrantes da
via de sinalizacdo da insulina (IR, IRS-1 e Akt), melhorando a resisténcia ao hormdnio
sistemicamente. Isso refor¢a a hipdtese de alguns autores que acreditam que a ativacgao de

TLR4 em um cendrio de obesidade e dieta hiperlipidica acontece prioritariamente por
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LPS e ndo por é&cidos graxos saturados ou 4cidos graxos livres, sugerindo que
mecanismos de RI podem ter origem no intestino (65,67).

Nossa andlise metagendmica da microbiota intestinal de animais DIO mostrou um
aumento na prevaléncia de Bacteroidetes (68,6% DIO vs 52,4% C) e uma leve reducdo
em Firmicutes (27,9% DIO vs 34% C) comparado com os controles. Esse resultado foi
similar a outros trabalhos da literatura (57-59), incluindo um trabalho previamente
publicado em nosso laboratério (69), mas contradiz os primeiros artigos publicados nessa
area (55,56); isto € uma evidéncia de que o perfil da microbiota intestinal na obesidade é
ainda controverso, e é possivel que diferencas nos métodos, bem como nas espécies de
animais utilizados possam explicar as inconsisténcias dos dados publicados. Outro filo
importante para a homeostasia da microbiota intestinal e que diminuiu no tratamento com
dieta hiperlipidica foi o Actinobactéria (1,23% DIO vs 3,7% C). Este filo compreende o
género Bifidobacterium, o qual apresenta diversas bactérias probidticas e com a¢do anti-
inflamatéria (47).

Os camundongos DIO submetidos ao tratamento com probidticos apresentaram
um perfil de microbiota bem diferente dos animais obesos ndo tratados. Apesar da
manutencdo do filo Bacteroidetes (67,6% DIO+PB vs 68,1% DIO), houve uma reducao
significativa na prevaléncia de Firmicutes (20,5% DIO+PB vs 28% DIO) e um aumento
para niveis semelhantes aos controles de Actinobactéria (3,5% DIO+PB vs 3,7% C vs
1,2% DIO). A modulagdo no filo Actinobactéria era esperada, pois no mix de probidticos
utilizado tinha uma espécie pertencente a esse filo (Bifidobacterium bifidum). A auséncia
de alteracdes na prevaléncia de Bacteroidetes nos permitiu realizar uma anélise mais

detalhada dos géneros pertencentes a esse filo, o que nos mostrou diferencas
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significativas. O género Bacteroides aumentou consideravelmente com o tratamento com
probiéticos (42% DIO+PB vs 10% DIO). Esse género apresenta atividades benéficas ao
hospedeiro, pois inclui espécies que aumentam a lipdlise no TA e a producdo intestinal de
GLP-1, além de diminuir a inflamacao intestinal e a producdo endégena de colesterol
(86). De destaque, Round e Mazmanian (87) descreveram que a espécie Bacteroides
fragilis pertencente a esse género produz uma resposta anti-inflamatdria no hospedeiro
por induzir a diferenciacdo de células TCD4+ em células Treg localmente, no intestino,
na circulacdo e também no tecido adiposo. Sabe-se que células Treg sdao grandes
produtoras da citocina anti-inflamatéria IL-10 (41). Outro género do filo Bacteroidetes
que aumentou de forma mais relevante com o uso de probidticos em animais obesos foi o
Alistipes. Esse género ja foi associado com resisténcia ao desenvolvimento de diabetes
tipo 2 em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (88). Sendo assim, observa-
se que apesar da prevaléncia de Bacteroidetes nao ter mudado com o uso de probidticos, a
qualidade dos géneros pertencentes a esse filo foi alterada de forma positiva.
Possivelmente, os beneficios metabdlicos e imunoldgicos encontrados neste trabalho com
0 uso de probidticos tenham sido resultado dessa modulacdo de géneros dentro do filo
Bacteroidetes, aliada ao aumento da concentracdo de Actinobacterias (Fig. 17).

Os receptores do sistema de reconhecimento de antigenos (PRRs) tém funcdo
importante na homeostasia do sistema imunoldgico no intestino, bem como no
reconhecimento de patdgenos (para mais detalhes, ver em 41). Em situagdes de disbiose e
inflamacao intestinais, dois PRRs t€m sua expressdao aumentada em enterdcitos: NOD-1 e
CD-14 (64). Neste estudo, observamos que os animais DIO apresentam maior expressao

desses receptores no ileo, enquanto a administracdo de bactérias probidticas reduz a
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presenca desses PRRs no intestino. Sendo assim, em situacdes de obesidade, o uso de
probidticos, além de modular niveis de inflamacao em tecidos insulino-sensiveis, modula
também mecanismos de disbiose e ativagdo imunoldgica no intestino.

Como descrito anteriormente, a intersec¢do de estimulos que ativam JNK e IKKf3
e condi¢des que promovem RI incluem também citocinas inflamatérias. A ativacdo de
IKKp inicia a transcricdo génica mediada por NF«B, através da fosforilagdo e degradacao
de IxBa, que em certas células promove aumento da sintese de TNFa, IL-6 e IL-1p.
Estas, por sua vez, ativam as vias JNK e IKKP por meio de uma retroalimentagdo
sustentada positiva, levando a um circulo vicioso de sinais inflamatérios subclinicos, o
que intensifica o estabelecimento da RI (27). Nossos achados revelam que o tratamento
com probidticos nao foi apenas capaz de reduzir a fosforilacdo de IKKf, mas também a
de IkBa e os niveis de TNFa, IL-6 e IL-1B em figado, mudsculo e TA, provavelmente via
reducdo da translocacio de NFkB para o niucleo. Outro resultado que fortalece tal
suposicdo foi a reducdo expressiva da expressdao de iNOS nos trés tecidos cldssicos de
acdo da insulina e no hipotdlamo. O NF«kB age como um dos mais importantes fatores de
transcricdo na expressdo génica da iNOS em experimentos in vitro e animais (29,31).
Ademais, sabe-se que a iNOS e seu produto NO podem estar envolvidos na patogénese
do diabetes tipo 2 ligado a obesidade e que ambas as moléculas estdo relacionadas a
mecanismos de S-nitrosacdo de proteinas da via de sinalizag@o da insulina, promovendo
RI (32). Por esta razdo, a melhora na sensibilidade a insulina também pode estar
associada a reducdo da expressdo da iNOS verificada nos tecidos dos animais tratados

com probidticos.
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Na obesidade, grande parte dos niveis circulantes de citocinas inflamatdrias sdao
provenientes do TA, ndo apenas dos adipdcitos, mas principalmente de macréfagos
infiltrados neste tecido. Tais células participam intensamente de vias inflamatdrias
superativadas em individuos obesos (13,17). Reciprocamente, a reducdo da infiltracdo de
macréfagos tem demonstrado diminuir a inflamacdo local no TA, refor¢cando sua
relevancia na génese da obesidade (23). Este presente trabalho observou, por meio da
andlise de cortes histoldgicos de TA, que o tratamento com probidticos em camundongos
que consumiam a dieta hiperlipidica promoveu uma reducdo considerdvel na infiltracdo
de macréfagos e no tamanho dos adipdcitos em relagdo aos animais obesos. Essas
modificagdes morfoldgicas, aliadas a reducdo da expressdo de moléculas inflamatdrias
sdo fatores que podem justificar, a0 menos em parte, o aumento dos niveis circulantes de
adiponectina nos animais tratados. Essa adipocina com efeitos anti-inflamatdrios €
expressa exclusivamente no TA e estd reduzida em situacOes de RI (89).

Outro dado relevante em relacdo ao TA € que a redugdo do tamanho dos
adipdcitos observada em animais obesos tratados com probidticos pode ser, além dos
fatores descritos acima, um reflexo do aumento da expressao ileal da Fiaf. Esta proteina é
uma inibidora circulante de LPL (lipoproteina lipase), enzima responsdvel pela hidrélise
de triacilgliceréis presentes em VLDL ou Quilomicrons (QM) e posterior absorcdo dos
acidos graxos livres (AGL) pelo TA (49). Dessa forma, o aumento da expressao de Fiaf
pelo tratamento com probidticos provavelmente diminuiu o armazenamento de acidos
graxos no TA.

O acimulo de lipidios no figado é uma das caracteristicas da RI. A doenca

hepatica gordurosa ndo alcodlica (Non alcoholic fatty liver disease — NAFLD) muitas
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vezes acompanha adiposidade abdominal e seu espectro patologico pode evoluir de uma
simples esteatose para esteato-hepatite, fibrose avancada e cirrose (19). A inflamacdo tem
sido claramente reconhecida por desempenhar papel fundamental na progressdo dessa
doenca. Além disso, trabalhos que avaliam a disbiose intestinal induzida por dieta,
mostram que a permeabilidade intestinal se correlaciona com a severidade da esteatose
hepética (90). Isso ocorre possivelmente pela presenga marcante de LPS no figado, além
de outros subprodutos bacterianos potencialmente hepatotoxicos, como: amonia, fendis e
etanol (47). Sabe-se que individuos obesos apresentam uma maior quantidade de etanol
expirado em relacdo aos magros, o que enfatiza a presenga de uma microbiota mais
hepatotdéxica na obesidade (91). Em adi¢cdo, em situacdes de disbiose intestinal, eleva-se a
degradacdo da colina dietética a dimetilamina e trimetilamina pelas bactérias intestinais.
Essas substincias sdo toxicas ao nosso organismo € a deficiéncia de colina no figado
diminui a formacdo e exportacdo de VLDL, gerando acimulo intra-hepatico de gordura
(92). Neste contexto, nosso estudo revelou que, enquanto nos cortes histologicos de
figado de camundongos DIO detectou-se um grande numero de vesiculas de gordura
amplamente distribuidas pelo parénquima, os animais tratados com probidticos e
alimentados com a mesma dieta apresentaram parénquima muito semelhante ao dos
controles, sem qualquer evidéncia de esteatose. Esses resultados corroboram com o que
se tem descoberto até o momento sobre alteracOes morfologicas hepdticas induzidas pela
disbiose intestinal da obesidade.

Uma questdo intrigante que encontramos foi o fato dos animais tratados com
probidticos e que consumiram dieta hiperlipidica ganharem menos peso e ingerirem

menos calorias em relagdo aos camundongos que receberam a mesma dieta. Isso nos
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levou a buscar resultados relacionados aos mecanismos centrais de controle da fome e
termogénese. O hipotdlamo € o centro de controle da homeostase energética e ingestdo
alimentar. Ele controla esses processos via informacdes da periferia coordenadas por
nutrientes, hormonios e sistema nervoso autdonomo. Essas informacdes sdo integradas
primeiramente no nucleo arqueado, que € o centro de primeira ordem do hipotdlamo,
pelos neurdnios POMC (pro-opiomelanocortina) € NPY (neuropeptideo Y). Esses
neurdnios projetam axoOnios para os nucleos hipotaldmico lateral e paraventricular e
controlam a ingestdo alimentar (93). Os hormodnios leptina e insulina apresentam papel
fundamental nesse controle, ativando a neurotransmissdo anorexigénica via POMC e
inibindo neurdnios orexigénicos NPY no nucleo arqueado. Na obesidade, existe
resisténcia hipotalamica a leptina e insulina, induzindo mecanismos centrais de hiperfagia
e reduzido gasto energético. Estudos em animais € humanos mostram que isso acontece
por um processo inflamatério no hipotdlamo que desregula a acdo de proteinas como
FOXO e AMPK, proporcionando um desequilibrio nos neurdnios que controlam a fome e
a termogénese (94). Neste sentido, nés demonstramos pela primeira vez, que o uso de
probidticos em um modelo experimental de obesidade diminuiu a expressdo de
marcadores inflamatérios no hipotdlamo e melhorou as vias de sinalizagdo da leptina e
insulina, refletindo em aumento das concentracdes de mRNA de POMC e reducio de
mRNA de NPY e conseqiientemente menor ingestio alimentar.

Sabe-se que existe uma conexdo cérebro-intestino muito importante € 0 €ixo
cérebro-intestino-microbiota ja foi descrito em trabalhos que estudaram depressdo e
estresse (95,96). Entretanto, o controle central da microbiota no metabolismo ainda ndo

foi descrito. Nossos dados mostraram que os niveis da incretina anorexigénica GLP-1
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estd reduzida em animais obesos em relagdo aos controles; porém, o uso de probidticos
nesses animais restaura esse niveis para valores muito proximos dos controles, sugerindo
outro mecanismo pelo qual o uso de probidticos diminui a ingestdo alimentar. A
expressao intestinal de GLP-1 € induzida principalmente por produtos de fermentacdo de
bactérias benéficas, como AGCC, que em enterdcitos ligam-se a receptores GPR-43 e
ativam a transcri¢ao de pro-glucagon, precursor de GLP-1 (53,97). Em nosso trabalho, os
probidticos aumentaram a expressdao intestinal de pro-glucagon, o que reforca sua
modulagdo em enterdcitos para aumentar os niveis circulantes desta incretina. Em estudos
futuros, pretendemos investigar se a microbiota intestinal também age via nervo vago
para se “comunicar” com o hipotdlamo e induzir sinais anorexigé€nicos no mesmo.

Em resumo, nossos dados comprovam que a microbiota intestinal € uma
moduladora-chave das vias inflamatdrias e metabdlicas. Acreditamos que o uso de
probidticos possa ser uma ferramenta importante no tratamento de pacientes com
obesidade e RI, mas sabemos que mais estudos precisam ser desenvolvidos,
especialmente pesquisas que aprofundem o conhecimento da microbiota humana no

contexto saude-doenca para que possam ser desenvolvidas cepas probidticas mais

especificas para o tratamento de doencas metabdlicas, como a obesidade.
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Figura 17. Mecanismo proposto pelo qual os probidticos melhoram a homeostasia da glicose e resisténcia
a insulina. A modulag@o nos filos e em alguns gé€neros da microbiota intestinal promovida pelo uso dos
probidticos por 5 semanas nos animais que consumiram dieta hiperlipidica proporcionou diminui¢do da
inflamacdo intestinal e melhora da permeabilidade das células do epitélio ileal. Nas células intestinais,
ainda houve aumento da expressdo de proglucagon e fiaf, os quais sdo grandes moduladores metabdlicos

Como resultado, niveis séricos de LPS reduziram e os de GLP-1 aumentaram, melhorando a inflamacdo e
acdo da insulina em figado, musculo esquelético, tecido adiposo e hipotdlamo
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6. CONCLUSOES

O uso de probidticos em um modelo experimental de obesidade atenuou diversos
parametros associados a inflamacao e resisténcia a insulina em tecidos insulino-sensiveis.
Nesse modelo experimental, o tratamento com probidticos preveniu o desenvolvimento
de esteatose hepdtica e infiltracdo de macréfagos no TA. Também houve uma modulacao
hipotalamica em neurotransmissores que controlam a fome e saciedade, diminuindo o
ganho de peso e o consumo energético.

Os mecanismos pelos quais os probidticos conferiram esses beneficios foram
principalmente pela sua acdo local no intestino, reduzindo a translocacdo de LPS e
aumentando a producdo ileal de GLP-1, além de melhorar a qualidade da microbiota

intestinal.
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ABSTRACT

OBJECTIVE - Obesity is the main risk factor to the development of insulin resistance
and type 2 diabetes. The common basis among these events is an inflammatory process
characterized by the activation of toll-like receptor 4 (TLR4) by its main ligand
lipopolysaccharide (LPS). Its concentration is higher in obese people and it is believed
that changes in composition of the gut microbiota and epithelial functions may play a role
in the inflammation associated with obesity. The aim of the study was to evaluate the
effects of probiotics treatment on the insulin sensitivity, TLR4 signaling, intestinal
permeability, microbiota composition and central food intake regulation in diet-induced
obese (DIO) mice.

RESEARCH DESIGN AND METHODS - Swiss mice were submitted to a high-fat
diet or chow with probiotics or vehicle for 5 weeks. Metagenome analyses were
performed on DNA samples from mouse faeces. Blood was collected to determine levels
of glucose, insulin, LPS, cytokines and GLP-1. Liver, muscle, ileum, hypothalamus and
adipose tissue proteins were analyzed by western blotting and Real time PCR. In
addition, liver and adipose tissue were analyzed wusing histology and
immunohistochemistry.

RESULTS - The high-fat diet (HFD) promoted huge alterations in gut microflora that
reflected in increased intestinal permeability, LPS translocation, TLR-4 activation and
systemic low-grade inflammation, resulting in decreased glucose tolerance and a
hyperphagic behavior. All these obese related features were reversed by changes in the
gut microbiota profile induced by probiotics in mice subjected to a HFD.

CONCLUSIONS - Our data demonstrate that the intestinal microbiota is a key
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modulator of inflammatory and metabolic pathways. We believe that probiotics can be an

important tool to prevent and treat patients with obesity and insulin resistance.
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INTRODUCTION

Insulin resistance, obesity and type 2 diabetes are metabolic disorders resulting
from a combination in variable association of genetic and environmental factors (1). The
latter include mainly a dramatic change in dietary habits, characterized by an increased
intake of lipids, which has been suggested to be responsible for the considerable rise in
such metabolic diseases through mechanisms that include low-grade inflammation (2,3).
In this context, the toll-like receptor 4 (TLR4) is one of the major molecules of the innate
immune system involved in molecular mechanisms of insulin resistance, because of its
capacity to activate serine kinases proteins, such as c-Jun-N-terminal kinase (JNK) and
the inhibitor kinase-xB (IKK) (4). The incitement of these two molecules causes serine
residue phosphorylation on the insulin receptor (IR) and IR substrate 1 (IRS-1), reducing
the IR binding ability and contributing to the deregulation of insulin signaling (5-7).

The main ligand of TLR4 is the most antigenic component of gram-negative
bacterial wall, lipopolyssacharide (LPS) (8). Its concentration is increased in obese
people and mice fed a high-fat diet (HFD), which characterizes the metabolic
endotoxemia of insulin resistance (9). In this sense, the gut has emerged as the most
possible source of this bacterial fragment, leading to metabolic disturbances. In fact, it is
known that HFD can cause imbalances in the gut microbiota composition and in the
intestinal epithelial layer integrity (10). Besides, the gut microbiota also help to digest
otherwise indigestible food components and regulate host fat storage genes, thus
regulating host energy homeostasis (11). The last mechanism is related to the suppression
of intestinal fasting-induced adipose factor (FIAF), which is a liprotein lipase (LPL)

inhibitor that limits adipocyte uptake of fatty acids and triacylglycerol accumulation (11).
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Many are the strategies proposed to regulate those imbalances in gut microbiota
composition (also known as intestinal dysbiosis) in obesity, such as the use of antibiotics,
prebiotics and probiotics (12-15). The latter, whose definition is live microbial food
supplements which help maintain the balance of intestinal microflora (16), have shown in
some studies to be effective in the treatment of insulin resistance in both rodents and
humans, however, the deep mechanisms that lead to such benefits are poorly understood
(17,18).

In the current study, we evaluated the effects of probiotics on gut microbiota and
permeability modulations in HFD and controls animals. More importantly, we
investigated the effects of these gut modulations on TLR4 signaling, on insulin sensitivity
and signaling and also on hypothalamic control of food intake. Results from our present
study may have profound therapeutic implications for the management of insulin

resistance and obesity.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS
Materials

Antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA), except for anti-Akt, anti-phosphorylated Akt, anti-phosphorylated AMPK, anti-
AMPK, anti-a-tubulin and anti-TLR4 were purchased from Cell Signaling Technology
(Beverly, MA, USA). Human recombinant insulin (Humulin) was purchased from Eli
Lilly (Indianapolis, IN, USA). The probiotics mixture was purchased from
Futureceuticals (Momence, IL, USA). Routine reagents were purchased from Sigma-

Aldrich (Saint Louis, MO, USA), unless otherwise specified.

Animals

Eight-week-old male Swiss mice were obtained from the UNICAMP Central
Animal Breeding Centre (Campinas, Sao Paulo, Brazil). Animals (n=06 per group) were
housed in individual cages with free access to water and rodent chow under a 12h
light/dark cycle. The mice composed randomly 2 groups: chow diet (C) and high-fat diet
(HFD) by 5 consecutive weeks (DIO). During these 5 weeks, some mice of the DIO and
C groups received daily a pool of probiotics and they composed the DIO+PB and C+PB
groups, respectively. The HFD consisted of 55% of energy derived from fat, 29% from
carbohydrates and 16% from protein. All procedures were approved by the Ethics

Committee of the State University of Campinas.
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Probiotics administration protocol

The probiotic strains used were Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium bifidum. During the 5 weeks of treatment, the C+PB and
DIO+PB animals received daily a concentration of 6x10° CFU of each strain, resulting in
a final concentration of 1.8 x 10° CFU of bacteria. The probiotics were diluted in 300ul
of sterile water for gavage. The rest of mice from DIO and C groups received only the

vehicle (sterile water).

Intraperitoneal glucose tolerance test
After fasting the mice for 8 h, a glucose tolerance test was performed. Glucose (1
g/kg) was injected intraperitoneally and blood samples were collected from the tail vein

at different time points up to 120 min to determine blood glucose and insulin levels.

Hyperinsulinaemic-euglycaemic clamp

After an overnight fast, mice were anaesthetised and catheterised. A 120 min
hyperinsulinaemic—euglycaemic clamp was carried out with a prime continuous insulin
infusion (30 mU kg—1 min-1). Blood glucose was measured at 5 min intervals and
glucose (5% wt/vol.) was infused at a variable rate to maintain blood glucose at fasting

levels.

Assays
ELISA kits were used to determine insulin (Millipore, St Charles, MO, USA),

TNF-a, IL-6 and GLP-1 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA).
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LPS determination

Sterile serum samples, obtained from portal vein blood, were diluted to 20%
(vol./vol.) with endotoxin-free water and then heated to 70°C for 10 min to inactivate
serum proteins. LPS was quantified using a commercially available Limulus Amebocyte

Assay (Cambrex, Walkersville, MD, USA), according to the manufacturer’s protocol.

Tissue extraction, immunoprecipitation and protein analysis by immunoblotting
Mice fasted for 12h were anaesthetised, the abdominal cavity was opened, the
vena cava exposed and NaCl (0.9% wt/vol.) solution or insulin (10'6 mol/l) was injected.
Liver, hypothalamus, ileum, muscle and adipose tissue were removed, minced coarsely
and homogenized in specific extraction buffer. Tissue extracts were incubated overnight
with myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) antibody and
immunoprecipitated using protein A Sepharose 6MB (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
The immunoprecipitates and whole-tissue extracts were subjected to SDS-PAGE and
immunoblotted with specific antibodies. Immunoreactive bands were detected by
chemiluminescence (SupersignalWest Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher

Scientific).

Real-time PCR

Total RNA was obtained from liver, hypothalamus, ileum, gastrocnemius muscle
and epididymal adipose tissue of the four groups of mice according to the methods
published previously (19). For tissue samples, first-strand cDNA was synthesized using

SuperScript II reverse transcriptase and random hexamer primers as described in the
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manufacturer’s protocol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Real-time
detection of PCR amplification was performed in an ABI 5700 Sequence Detector
System (Applied Biosystems) using SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Twenty ng of each cDNA sample were used in the reaction with the
primers described in Supplementary Table 1. GAPDH expression was used as
endogenous control and samples from control mice were used as calibrators. A negative
“No Template Control” was also included for each primer pair. The dissociation protocol
was performed at the end of each run to check for non-specific amplification. Two
replicas were run on the same plate for each sample. Results are expressed as relative

expression values.

Metagenome profile

Faecal samples were frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until use. At
this time, DNA was extracted using the QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) and quantified. The extracted DNA from each sample was used as the template
to amplify the V2-V3 regions of 16S rRNA genes. PCR amplification, pyrosequencing of
the PCR amplicons, and quality control of raw data were performed as described
previously (20). Samples were then sequenced in GS FLX Titanium using the GS FLX
Titanium PicoTiterPlate Kit combined with the GS FLX Titanium Sequencing Kit
XLR70 (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). The readouts obtained from the
sequencing were analyzed by bioinformatics using basic local alignment search tool X
(BLASTX), observed with METAREP software, and compared according to phylum

prevalence among groups.
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Liver and adipose tissue histology

Liver and epididymal white adipose tissue were dissected and fixed by immersion
in 4% (wt/vol.) paraformaldehyde in phosphate buffer, pH 7.4 for 24 h, dehydrated,
cleared and then embedded in paraffin. Sections (5 wm) were obtained and stained by
haematoxylin and eosin to assess morphology. Tissue analyses were performed blinded
by an expert pathologist (AAS). Adipose tissue was evaluated by crown-like structure
(CLS) density (average CLS number within ten high-power fields per animal) and mean

adipocyte surface area, using Imagelab Analysis software, as previously described (21).

Adipose tissue immunohistochemistry

Tissue sections, 5 wm, were mounted on silanised glass slides, processed and
incubated with epidermal-growth-factor-like modulecontaining mucin-like hormone
receptor-like 1 (F4/80) primary antibody, as previously described (22) Antibody staining
was performed using an IHC-peroxidase kit (Advance HRP, Dako CytoMation,
Carpinteria, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Three different
high-power fields from three different sections were evaluated blinded by an expert
pathologist (AAS). The total number of nuclei of F4/ 80-expressing cells was counted for

each field and the area occupied by these cells was measured.

Intracerebroventricular (ICV) Cannulation
For both insulin signaling study in the hypothalamus, the Swiss mice were
stereotaxically instrumented under intraperitoneal injection of a mix of ketamin (10 mg)

and diazepam (0.07 mg) (0.2 ml/100 g body weight) with a chronic 26-gauge stainless
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steel indwelling guide cannula aseptically placed into the third ventricle at the midline
coordinates of -1.8 mm posterior to the bregma and 5.0 mm below the surface of the skull

of mice, as previously described (23).

Insulin ICV Injections

Swiss mice were deprived of food for 2 hr with free access to water and received
ICV infusion of vehicle or insulin (200 mU in 2uL; Eli Lilly and Company, Indianapolis,
EUA) at 6:00 p.m. to evaluate the food intake. Food intake was determined by measuring
the difference between the weight of chow and HFD given and the weight of these diets
at the end of a 4, 12 or 24-h period. For hypothalamic analysis of the insulin signaling,
the Western Blotting was performed, and the insulin was injected fifteen minutes before

of the hypothalamic tissue extraction.

Leptin Intraperitoneal (IP) Injections

After five weeks of treatment, five mice from each group received an IP
injection of leptin recombinat (3 mg/kg body weight; Calbiochem®, San Diego, CA,
USA) or saline at the 6:00 p.m., as previously described (24) by five consecutive days.
Body weight and food intake were measured daily after the leptin injection. For
hypothalamic analysis of the leptin signaling, the Western Blotting was performed, and

the leptin was IP injected 45 minutes before of the hypothalamic tissue extraction.
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Food Intake Determination

ICV or IP treatments were performed between 5:30 and 6:00 p.m. Thereafter, the
diets were given to four groups and food intake was determined by measuring the
difference between the weight of diet given and the weight of diet at the end of a 4, 12 or

24-h period.

Statistical Analysis

Data are expressed as means =+ SEM and the number of independent experiments
is indicated. The results of blots are presented as direct comparisons of bands or spots in
autoradiographs and quantified by optical densitometry (Scion Image; Scion Corporation,
Frederick, MD). For statistical analysis, the groups were compared using a 2-way
ANOVA with the Bonferroni test for post hoc comparisons. The level of significance

adopted was p<0.05.
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RESULTS
Physiologic and metabolic parameters

Figure 1 shows comparative data regarding the controls (C), controls treated with
probiotics for 5 weeks (C+PB), diet-induced obesity mice (DIO) and DIO mice treated
with probiotics for 5 weeks (DIO+PB). All animals of control groups, treated or not,
presented similar body weight and epididymal fat pad weight. However, with regard to
DIO groups, the treatment with probiotics provided a markedly decrease in these
parameters (Fig. 1A and B). Similar modulations were also found for fasting insulin and
glucose values (Fig. 1C and D). After 5 weeks of probiotics treatment, adiponectin serum
levels were similar between the control groups, but a significant increase was observed in
DIO+PB group compared with DIO animals (Fig. 1G).

To investigate glucose tolerance, we performed an intraperitoneal glucose
tolerance test (GTT) and determined serum glucose and insulin levels at determined time
points. Throughout the test, glucose and insulin levels of DIO animals were higher at the
all time points. Conversely, DIO+PB mice showed an improved glucose and insulin
profiles, which were closer to the control group profile (Fig. 1E, F, H and I). Mice that
received a high-fat diet (HFD) showed a striking reduction in the glucose infusion rate
(GIR) measured by the hyperinsulinaemic—euglycaemic clamp compared with control
animals. After probiotic treatment for 5 weeks, the insulin sensitivity was partially

restored.
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Effects of probiotics treatment on insulin signaling in liver, muscle and adipose
tissue

We then examined the consequences that the probiotics administration provoked
on the insulin signaling pathway in its main target tissues. As expected, in liver, muscle
and adipose tissue of mice fed on HFD, insulin-stimulated tyrosine phosphorylation
levels of IR and IRS-1 and Akt serine phosphorylation were significantly reduced
compared to the control animals (Fig. 2 A-I). Moreover, the groups treated with
probiotics exhibited higher phosphorylation of these proteins in all studied tissues when
compared to the non treated group, except for the IRS-1 phosphorylation in liver, which
exhibited phosphorylation levels similar to DIO non-treated mice (Fig. 2B). There were
no differences in the IRP, IRS-1 and Akt protein expressions among C, C+PB, DIO and

DIO+PB groups.

Effects of probiotics treatment on the TLR4 signalling pathway in DIO mice

As expected, the treatment with HFD activated the signaling of the innate immune
receptor, TLR4, in liver, muscle and adipose tissue of DIO animals. This fact was
observed by the greater interaction of TLR4 with its adaptor protein MyD-88 (Fig. 3 B, D
and F). This event resulted in increased JNK and IKKp activation and IkBa
phosphorylation and  degradation, consequently enhancing IRS-1  Ser307
phosphorylation, which in turn induced insulin resistance. The activation of TLR4
signaling also provided higher levels of iNOS expression, molecule that generates insulin
resistance by S-nitrosation mechanisms (Fig. 3 A, C and E). The administration of

probiotics along with the HFD was able to reduce the activation of TLR4 signaling,
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reducing the subsequent activation of serine kinases JNK, IKKp, the phosphorylation of
IkBa and IRS1 on Ser307 and levels of iNOS (Fig. 10 A-F). With regard to the control
groups, the probiotics treatment did not provided changes on the TLR4 signaling, except
for the iNOS protein, that reduced significantly in liver, muscle and adipose tissue of

C+PB group in relation to its respective non-treated group (Fig. 10 A, C and E).

Cytokines analyses

We examined TNF-a, IL-6 and IL1-f mRNA expressions in liver, gastrocnemius
muscle and epididymal adipose tissue of the studied groups. As expected, cytokine
mRNA expressions in DIO mice were higher than in control group (Fig. 4 A-I). The
relative amount of TNF-a, IL-6 and IL-1P transcripts were in general significantly
reduced in all tissues from DIO+PB animals compared with DIO group (Fig. 4 A-I). In
addition, the serum TNF-a and IL-6 levels showed increases in untreated mice given the
HFD compared with the control group, and probiotics treatment blocked these increases

in cytokine level (Fig. 3 G and H).

Effects of probiotics treatment on gut microbiota

The metagenomic sequencing analysis from faeces of all groups showed profile
changes between rodents of each study group. Among the control mice, treatment with
probiotics increased the prevalence of Firmicutes and Actinobacteria and decreased the
presence of Bacteroidetes compared to untreated animals. In addition, considering mice
fed chow and the HFD, there was a considerable increase in the prevalence of
Bacteroidetes and a decrease in the Firmicutes and Actinobacteria phylum in DIO
animals compared with control mice. Finally, the administration of probiotics in obese
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animals provided a continued presence of Bacteroidetes, an increase in the prevalence of
Actinobacteria and a reduction in the phylum Firmicutes compared to untreated obese
mice. The probiotics also promoted an increased variety of phyla presented in these
animal feaces (Fig. 5 A-D).

The figure 5 still shows the distribution of some genera of Bacteroidetes and
Firmicutes phyla in DIO and DIO+PB groups. Despite probiotics treatment have not
changed the prevalence of Bacteroidetes in animals on a HFD, there was a major change
in the concentration of some genera, such as Bacteroides and Alistipes, that increased in a
significant way compared to untreated obese animals. With regard to the Firmicutes
phylum, the DIO+PB presented a reduction of the Robinsoniella and Riminococcus

genera prevalence compared with the group DIO (Fig. 5 E and F).

Effects of probiotics treatment on gut metabolic and immunologic homeostasis

We then examined the consequences that the changes in gut microbiota provoked
on tight-junctions proteins and on important proteins of immune system that are situated
in the ileum. With regard to the intestinal permeability, the two most important tight-
junctions proteins, ZO-1 and Occludin, were reduced in DIO animals compared with
controls, whereas the administration of probiotics in HFD mice restored partially the
expression of these proteins (Fig. 6 D and E). As a consequence of these changes, obese
mice also showed increased levels of LPS in their portal circulation compared with the
control group; this was prevented by probiotics treatment (Fig. 6 H). In addition, the main
molecules involved in gut microbiota inflammation and bacterial translocation, NOD-1

and CD-14, had their expression increased in ileum of DIO animals and the treatment
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with probiotics reversed this negative modulation (Fig. 6 C and F).

The probiotics treatment in HFD animals still increased the ileum expression of
fasting-induced adipose factor (Fiaf) and pro-glucagon mRNAs and the serum levels of
GLP-1 compared with obese non-treated mice, providing important systemic metabolic
modulations (Fig. 6 A, B and G).

Considering all animals of control groups, treated or not, no significant

differences were found between the gut parameters analyzed (Fig. 6 A-H).

Effects of probiotics treatment on histology in liver and macrophage infiltration in
adipose tissue

Histological sections from liver of DIO group showed the presence of innumerous
fat vesicles compared to the control ones, which characterizes the first group as
presenting hepatic steatosis. Nevertheless, the treatment with probiotics induced no more
fat accumulation in liver parenchyma (Fig. 7 A-D).

Morphologic analysis of epididymal fat pad revealed significant differences on
adipocyte size from DIO groups compared to control groups. However, between the DIO
groups, we observed that the treatment with probiotics reduced the area of the adipocytes
significantly, but still far from the values of the controls animals. The HFD provided a
huge macrophage infiltration in the adipose tissue, determined by the F4/80+ staining,
but the administration of probiotics decreased such infiltration as well as the number of

crown-like structures, which were abundant in DIO animals (Fig. 7 E-J).
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Effects of probiotics treatment on insulin and leptin sensitivity and on inflammatory
molecules in the hypothalamus

In obesity, there is an attenuation of insulin and leptin hypothalamic signaling
pathways, leading to hyperphagia and a significant reduction in energy expenditure, since
these hormones have strong anorexigenic and thermogenic functions. We have observed,
for the first time, that the administration of probiotics in mice fed HFD improved leptin
and insulin resistances in this tissue, whereas these hormones stimulations produced a
significant reduction in energy intake in DIO+PB group compared with the DIO group
(Fig. 8 C and D), and the increase in the phosphorylation of IRf, IRS1 and Akt (insulin
signaling) and JAK2 and STAT3 (leptin signaling) in the hypothalamus (Fig. 8 E and F).
The probiotics administration in this obesity model also modulated the expression of
neurotransmitters via reduction of AMPK phosphorylation and increased FOXO
phosphorylation (Fig. 8 G and H), resulting in incremented levels of POMC mRNA and
reduction in NPY mRNA levels (Fig. 8 A and B). These data justify the fact of group
DIO+PB has gained less weight (Fig. 1 A) and had lower energy consumption compared
with obese mice (data not shown).

We also evaluated the effect of probiotics on the main proteins of the TLR4
signaling, as well as mRNA levels of inflammatory cytokines in the hypothalamus.
Similar to the classical target tissues of insulin action, administration of probiotics along
with HFD reduced TLR4 hypothalamic expression, consequently decreasing JNK and
IKKp activation, levels of iNOS and IRS-1 Ser307 phosphorylation (Fig. 8 I). The
mRNA levels of IL-6, IL-1B and TNF-a and TLR-4 also decreased significantly (Fig. 8 J-

M).
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DISCUSSION

Over the past ten years, animal and human studies have revealed a remarkable
microbial influence on host metabolism, energy utilization and storage, and metabolic
diseases (25,26). Here we show that the HFD changed substantially the gut microbiota
composition, as well as intestinal permeability and immune function. Such changes were
associated with an increase in circulating LPS levels, a reduction in GLP-1 serum levels
and a decrease in whole body insulin tolerance. When these animals were treated with
probiotics, they showed changes in gut microbiota and intestinal gene expression of
metabolic and immunological molecules that resulted in reductions of circulating LPS,
which attenuated TLR4 activation. This attenuation, in turn, provided improved insulin
signaling and inflammatory profiles in hepatic, muscular and adipose tissues. In addition,
the probiotics treatment reduced food intake and weight gain via hypothalamic
improvements in insulin and leptin signaling pathways and modulation of important
neurotransmitters that control food intake and energy expenditure.

Our metagenomic analysis of gut microbiota in the control groups, showed some
differences on phyla distributions (increased Firmicutes and Actinobacteria and
decreased Bacteroidetes), but they were not relevant for metabolic and immunologic
changes in healthy animals. On the other hand, comparing DIO and controls animals, we
observed an increase in Bacteroidetes prevalence (69% DIO vs. 52,4% C) and a slight
reduction in Firmicutes (28% DIO vs. 34% C). This result was similar to results in
previous studies (27-29), including a work from our group (12), but was not in agreement
with other classical published data (30,31); this is evidence that the gut microbiota profile

in obesity is still controversial, and it is possible that differences in animal species and in
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the methods used may explain these controversial results. Another phylum that is
important to intestinal homeostasis and was reduced in DIO animals compared to controls
was the Actinobacteria (1,2% DIO vs. 3,7% C). Mice subjected to probiotics treatment
and fed HFD showed some differences in gut microbiota profiles compared with obese
non-treated animals. Despite the maintenance of Bacteroidetes phylum (67,6% DIO+PB
vs. 68,1% DIO), there was a significant reduction in Firmicutes prevalence (20,5%
DIO+PB vs. 28% DIO) and an increase in Actinobacteria concentration, similar to
control levels (3,5% DIO+PB vs. 1,2% DIO). The lack of prevalence changes in
Bacteroidetes induced us to perform a genera analysis of this phylum, which has shown
significant differences. The genus Bacteroides, for example, increased considerably with
the probiotics treatment (42%DIO+PB vs. 10%DIO) and it has beneficial activities to the
host, including increased adipose tissue lipolysis, intestinal production of GLP-1, as well
as reduction of intestinal inflammation (32,33). Another genus that increased with
probiotics administration in obese animals was Alistipes. Serino et al. (34) described that
mice that have high prevalence of this genus is protected from type 2 diabetes in a HFD
scenario. Thus, it is observed that despite the unchanged prevalence of Bacteroidetes
phylum with probiotics treatment, the genera of this phylum were changed in a positive
way.

These beneficial modulations in gut microbiota of obese mice promoted by
probiotics were probably the main mechanism that increased the expression of ileal tight-
junctions proteins (ZO-1 and Occludin) and pro-glucagon mRNA, as well as reduced
intestinal expression of pattern recognition receptors (PRRs), named CD-14 and NODI.

The consequences of such modulations were the reduction in circulating levels of LPS
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and the increase in GLP-1 serum levels. In agreement with our results, Amar et al. (17)
has recently published that bacterial translocation need CD-14 and NOD1 PRRs in DIO
mice and probiotics treatment reversed this situation. It is also known that fermented
products of probiotics bacteria can increase gut pro-glucagon expression, which results in
GLP-1 and GLP-2 secretion; both are incretins and are involved in metabolic homeostasis
and intestinal barrier integrity, respectively (35,36). Another important intestinal protein
modulated by gut microbiota is FIAF. Obesogenic microbiota decreases the expression of
this molecule, a factor able to increase lipoprotein lipase (LPL) dependent triglyceride
storage in adipose tissue and to increase adipocytes triacylglycerol accumulation (11,37).
FIAF is indeed an important regulator of lipid metabolism and has been shown to
increase total cholesterol and high-density lipoprotein (HDL) cholesterol levels when
overexpressed in transgenic mice (38). We showed that probiotics administration
increased the ileal expression of FIAF in obese mice, thereby reducing fat storage in
these animals.

A great deal of data has shown the importance of LPS in inflammation and the
induction of insulin resistance (4,9,13,39) The primary mechanism involving LPS is
initiated when it binds TLR4, which, in turn, associates with MyD88 and triggers its
signaling pathway; this, in turn, activates JNK and IKKp, leading to serine
phosphorylation of IRS-1, nuclear factor kB (NF-xB) activation, transcription of pro-
inflammatory cytokines and insulin resistance (4-6). Our mice that fed HFD showed
exactly the characteristics described above. Nevertheless, the obese mice treated with
probiotics had a reduced portal LPS concentrations, which downregulated the TLR-

MyD88 interaction in liver, muscle and adipose tissue, leading to reduced activation of
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JNK and IKKp, serine phosphorilation of IRS-1 and iNOS expression levels. An
inversely related increase in activation of insulin signaling was seen in all three tissues,
that was responsible for better insulin and glucose tolerances.

As previously described, the overlap between stimuli that activate IKK and JNK
and conditions that promote insulin resistance also includes pro-inflammatory cytokines.
IKKp activation, through the phosphorylation and degradation of IkBa, initiates NFxB
mediated transcription, which in certain cells enhance the production of TNF-a, IL-6, and
IL1-B, which further activate JNK and IKKP pathways through a feed-forward
mechanism (40,41). This positive feedback loop could perpetuate a vicious cycle of low-
grade inflammatory signaling, contributing to enhanced insulin resistance. It is also
important to mention that these cytokines have been shown to play an important role in
subclinical inflammation in obesity/type 2 diabetes insulin resistance (40,41). Our
findings indicate that the probiotics treatment not only reduced the IKKf activation, but
also IkB-o phosphorylation and the TNFa, IL-6 e IL-1 mRNA levels in liver, muscle
and adipose tissue, probably by reducing NF«kB translocation into the nucleus.

In obesity, the analysis of macrophages isolated from adipose tissue demonstrates
that they are responsible for most of cytokines tissue expression (42). Moreover, adipose
tissue macrophage numbers increase in obesity, and these cells participate significantly in
inflammatory pathways that are activated in obese individuals (43). In addition, many
other studies have shown that a reduction in macrophage infiltration can decrease local
inflammation in adipose tissue (44). In accordance with these data, our findings revealed
that in the adipose tissue of DIO mice treated with probiotics, presented a reduction in

macrophage infiltration (as determined by F4/80 staining), in crown-like structures
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number and decreased adipocytes size. These morphological changes, coupled with
reduced expression of inflammatory molecules are factors that may explain, at least in
part, the increase in circulating adiponectin levels in treated animals. This adipokine, with
potent anti-inflammatory effects, is expressed exclusively in the adipose tissue and is
reduced in situations of insulin resistance (45).

Lipid accumulation in the liver is a hallmark of high-fat diet-induced insulin
resistance. Nonalcoholic fatty liver disease often accompanies abdominal adiposity, and
its pathological spectrum ranges from simple steatosis to steatohepatitis, advanced
fibrosis, and cirrhosis (46). Inflammation has been demonstrated to play a pivotal role in
the progression of this disease process (46). In addition, some studies have shown that
intestinal dysbiosis induced by HFD increases intestinal permeability and hepatic
steatosis. It occurs probably by the marked presence of LPS in the liver and other
potentially hepatotoxic bacterial by-products such as ammonia, phenol and ethanol (47).
Although in hepatic sections of DIO mice there was a large number of fat vesicles that
were amply distributed across the parenchyma, mice treated with probiotics presented
liver parenchyma very similar to that of the controls, with no evidence of hepatic
steatosis, in parallel to a marked reduction in inflammatory pathways and cytokine
expression in this tissue.

Our data showed that animals fed HFD and treated with probiotics presented
decreased weight gain and food intake compared to obese non-treated counterparts. These
findings allowed us to analyze deeply the central mechanisms that control feeding and
thermogenesis. In mammals, food intake and energy expenditure are tightly regulated by

specific neurons localized in the hypothalamus. The hypothalamus can gather
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information on the body’s nutritional status by integrating multiple signals, including
potent hormonal signals such as insulin and leptin (48). The impairment of hypothalamic
insulin and leptin signaling pathways is sufficient to promote hyperphagia, obesity, and
type 2 diabetes (T2D) in different genetic rodent models with neuronal ablation of these
hormones signaling (49,50). Our group and others have proposed that overnutrition and
high-fat diet induce central insulin and leptin resistance through the aberrant
hypothalamic activation of proinflammatory molecules, including TLR4, JNK and IKK
(23,51,52). In this sense, we reported, for the first time, that probiotics administration in
HFD fed mice provided a strikingly reduction in hypothalamic proteins of the TLR4
signaling pathway and also in cytokines mRNA expression. Such changes promoted the
improvement of leptin and insulin signaling and reduced AMPK phosphorylation,
resulting in reduced hyperphagic response by decreasing NPY mRNA and increasing
POMC mRNA predominantly in the arcuate nucleus of obese animals. This regulation
probably induced a decrease in food intake and weight gain. We believe that this
neurotransmitter regulation of food intake had also the contribution of GLP-1, which was
increased in DIO animals treated with probiotics. ~GLP-1 is derived from the
transcription product of the pro-glucagon gene and possesses several beneficial
physiological properties. It is a potent antihyperglycemic hormone, stimulates B-cell
proliferation and differentiation and also acts in the hypothalamus (via humoral
regulation or vagus nerve activation) contributing to a satiating effect (36). In our work,
probiotics increased intestinal expression of pro-glucagon, which reinforces its
modulation in enterocytes to increase circulating levels of this incretin. In future studies,

it’s possible to investigate whether the probiotics also acts in a direct way, via vagus
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nerve, to communicate with the hypothalamus and induces anorexigenic signals.

In summary, our data demonstrate that the intestinal microbiota is a key
modulator of inflammatory and metabolic pathways. The HFD promotes huge alterations
in gut microflora that reflects in increased intestinal permeability, LPS translocation and
systemic low-grade inflammation, resulting in decreased glucose tolerance and a
hyperphagic behavior. All these obese related features were reversed by changes in the
gut microbiota profile induced by probiotics in mice subjected to a HFD. In this context,
we believe that probiotics can be an important tool to prevent and treat patients with
obesity and insulin resistance, but we know that more studies are needed, especially to

develop more specific probiotic strains for treating metabolic disorders, such as obesity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Physiologic and metabolic parameters in control mice, control mice
submitted to the administration of probiotics, obese mice and obese mice submitted
to the administration of probiotics. A: Weight gain. B: Epididymal fat pad weight. C:
Fasting blood glucose D: Fasting serum insulin. E: Glucose response curve during the
glucose tolerance test (GTT). F: Area under curve of glucose response during the GTT.
G: Serum adiponectin. H: Insulin response curve during the GTT. I: Area under curve of
inuslin response during the GTT. J: Hyperinsulinaemic—euglycaemic clamp. Data are
presented as means + SEM of ten mice per group. #P < 0.05 vs. control, *P < 0.05 vs.

DIO.

Figure 2. Effects of probiotics administration on insulin signaling in chow fed and
high-fat fed mice. Representative blots show in the liver the tyrosine phosphorylation of
IRb (A), IRS-1 (B), and serine phosphorylation of Akt (C) of control, C+PB, DIO and
DIO+PB mice (upper panels). Total protein expression (A-C, lower panels). In the
muscle, the tyrosine phosphorylation of IRb (D), IRS-1 (E), and serine phosphorylation
of Akt (F) of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice (upper panels). Total protein
expression (D—F, lower panels). In the adipose tissue, the tyrosine phosphorylation of
IRb (G), IRS-1 (H), and serine phosphorylation of Akt (/) of control, C+PB, DIO and
DIO+PB mice (upper panels). Total protein expression (G—I, lower panels). Data are
presented as means £ SEM from six mice per group, #P < 0.05 vs. control, *P < 0.05 vs.

DIO. IB, immunoblotting; p, phosphorylated.
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Figure 3. The effect of probiotics on TLR4 activation and its downstream effectors.
A, C, E: Expression and activity of proteins involved in the TLR4 signaling in liver (A),
muscle (C) and adipose tissue (E) of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. B, D, F
(upper panels): TLR4/MyD88 interaction in liver (B), muscle (D), and adipose tissue (F)
of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. Total protein expression of MyD88 (B, D, F
lower panels). Data are presented as means = SEM from six mice per group, #P < 0.05
vs. control, *P < 0.05 vs. DIO. IB, immunoblotting; IP, immunoprecipitate; p,

phosphorylated.

Figure 4. Effects of probiotics on TNF-a, IL-1p and IL-6 mRNA tissue expression in
control mice, control mice submitted to the administration of probiotics, obese mice
and obese mice submitted to the administration of probiotics. Determination of TNF-
o mRNA expression by real-time PCR in the liver (A), gastrocnemius muscle (B) and
epididymal adipose tissue (C). Determination of IL-6 mRNA expression by real-time
PCR in the liver (D), gastrocnemius muscle (E) and epididymal adipose tissue (F).
Determination of IL-1p mRNA expression by real-time PCR in the liver (G),
gastrocnemius muscle (H) and epididymal adipose tissue (/). Data are presented as means

+ SEM of eight mice per group, #P < 0.05 vs. control group and *P < 0.05 vs. DIO.

Figure 5. Effects of probiotics administration on bacterial phylum prevalence in
mice faeces. A-D: Metagenomic analysis of gut microbiota prevalence in control mice

(A), control mice submitted to the administration of probiotics (B), obese mice (C) and
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obese mice submitted to the administration of probiotics (D). E-F: prevalence of some
genera inside the Bacteroidetes and Firmicutes families in DIO and DIO+PB mice.
Phylum charts were extracted using METAREP software based on BLASTX analysis of

DNA pyrosequencing from mouse faeces.

Figure 6. Effects of probiotics administration on ileal tight-junctions proteins, on
gut metabolic and immunologic modulations and on LPS portal levels. A: ileal levels
of Fiaf mRNA of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. C and F: molecules of the
system of recognition pattern, CD14 mRNA (C) and NODI protein (F), in ileum of
control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. D and E: ileal tight-junctions proteins, ZO-1 (D)
and Occludin (E), of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. B and G: serum
concentrations of GLP-1 (G) and its intestinal precursor, Pro-glucagon (B). H: portal
levels of LPS of control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. I: Bacterial counts were taken
from control, C+PB, DIO and DIO+PB mouse faeces Data are presented as means +
SEM from six mice per group, *P < 0.05 vs. control group and #P < 0.05 vs. DIO. IB,

immunoblotting.

Figure 7. Morphologic characterization of liver and adipose tissue samples. A-D:
Hematoxylin & eosin staining of 5 um histological sections of liver parenchyma from
control (A), C+PB (B), DIO mice (C) and DIO+PB mice (D). E-H: F4/80
immunostaining of 5 um histological sections of epididymal fat pad from control (E),
C+PB (F), DIO mice (G) and DIO+PB mice (H). Red arrows indicate Crown-like

structures. Scale bar 100um of all pictures. Original magnification X 200. Quantification
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of adipocytes area (square micrometers) (/). Prevalence of Crown-like structures (J).
Each bar represents the mean+SEM from three different experiments, #P < 0.05 vs.

control group and *P < 0.05 vs. DIO.

Figure 8. Effects of probiotics administration on leptin and insulin hypothalamic
signalings, on the control of food intake and on proteins involved in the
inflammatory signaling. A-B: POMC (A) and NPY (B) mRNA levels in control, C+PB,
DIO and DIO+PB mice. C: six days of controlled food intake; the two first days with
daily intraperitoneal infusion of saline and the four last days with daily intraperitoneal
infusion of recombinant leptin in DIO and DIO+PB mice. D: 4h and 12h of food intake
after intrahypothalamic infusion of insulin in DIO and DIO+PB mice. E: Leptin-induced
Jak2 and STATS3 tyrosine phosphorylation in the hypothalamus of DIO and DIO+PB
mice. F: Insulin-induced IRB, IRS-1 tyrosine phosphorylation and Akt serine
phosphorylation in the hypothalamus of DIO and DIO+PB mice. G-H: hypothalamic
phosphorylation of FOXO (G) and AMPK (H) in control, C+PB, DIO and DIO+PB mice.
I: JNK, IIK phosphorylation, IRS-1 serine307 phosphorylation and total protein
expression of iNOS, TNF-a in control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. J-M:
determination of mRNA expression of TLR-4 (J), IL-6 (K), IL-1p (L) and TNF-a (M) in
control, C+PB, DIO and DIO+PB mice. Immunoblotting data are representative of three
independent experiments. PCR RT and food intake data are presented as means + SEM
from six mice per group. #P < 0.05 vs. control group and *P < 0.05 vs. DIO, except for
panels C-F: * p<0,05 vs. DIO positive, # p<0,05 vs. DIO+PB negative, § p<0,05 vs. DIO

negative. IB, immunoblotting; p, phosphorylated.
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Figure 5
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Supplementary Table 1. Mouse Primer sequences for gPCR-RT

Nome do Gene

Primer Forward (5°23°)

Primer Reverse (5°2>3)

Anglp-4 (Fiaf) GGGACCTTAACTGTGCCAAGAG GGAAGTATTGTCCATTGAGATTGGA
CD14 CTTCCCACAGGCAGCACAG AATGATGAGAGGCAGCAAGAGG
GAPDH CTCATGACCACAGTCCATGC CACATTGGGGGTAGGAACAC
IL-1B AAATGCCTCGTGCTGTCTGACC CTGCTTGAGAGGTGCTGA TGTACC
IL-6 GGAAATCGTGGAAATGAGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATAC
NPY AATCAGTGTCTCAGGGCTGGAT CCGCTCTGCGACACTACATC
POMC AAGAGCAGTGACTAAGAGAGGCCA ACATCTATGGAGGTCTGAAGCAGG
Pro-glucagon TGGCAGCACGCCCTTC GCGCTTCTGTCTGGGA

TLR4 GCAGAAAATGCCAGGATGATG AACTACCTCTATGCAGGGATTCAAG
TNF-a AGTTCCCAAATGGCCTCCC TGTCACTCGAATTTTGAGAAGATG
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