an

i

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

KELLY CRISTIANE GABRIEL DE ALMEIDA

EFEITO DO INIBIDOR DE BOMBA DE PROTONS PANTOPRAZOL SOBRE A
MICROBIOTA INTESTINAL E A INSTALACAO DE DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO-ALCOOLICA EM CAMUNDONGOS.

CAMPINAS
2022



KELLY CRISTIANE GABRIEL DE ALMEIDA

EFEITO DO INIBIDOR DE BOMBA DE PROTONS PANTOPRAZOL SOBRE A
MICROBIOTA INTESTINAL E A INSTALACAO DE DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO-ALCOOLICA EM CAMUNDONGOS.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas
como parte dos requisitos exigidos para a obtengao
do titulo de Mestra em Ciéncias na area de Clinica
Médica.

ORIENTADOR: PROF. DR. MARIO JOSE ABDALLA SAAD

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO

FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELA

ALUNA KELLY CRISTIANE GABRIEL DE ALMEIDA

E ORIENTADA PELO PROF. DR. MARIO JOSE ABDALLA SAAD.

CAMPINAS
2022



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Ana Paula de Morais e Oliveira - CRB 8/8985

Almeida, Kelly Cristiane Gabriel, 1995-

AL64e Efeito do inibidor de bomba de prétons pantoprazol sobre a microbiota
intestinal e a instalagao de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica em
camundongos. / Kelly Cristiane Gabriel de Almeida. — Campinas, SP : [s.n.],
2022.

Orientador: Mario José Abdalla Saad.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciéncias Médicas.

1. Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica. 2. Inibidor da bomba de
prétons. 3. Microbiota intestinal. |. Saad, Mario José Abdalla, 1956-. II.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. lIl.
Titulo.

Informactes Complementares

Titulo em outro idioma: Effect of the proton pump inihibitor pantroprazole on the intestinal
microbiota and the onset on non-alcoholic fatty liver disease in mice.
Palavras-chave em inglés:

Mon-alcoholic fatty liver disease

Proton pump inhibitors

Gastrointestinal microbiome

Area de concentragdo: Clinica Médica

Titulagao: Mestra em Ciéncias

Banca examinadora:

Mario Jose Abdalla Saad

Carla Roberta de Oliveira Carvalho

Leonardo Oliveira Reis

Data de defesa: 24-11-2022

Programa de Pos-Graduagdo: Clinica Médica

Identificags & informagbes académicas dofa) sluno(a)
- ORCID do aulor: hitps:lorcid org/D000-0002-9297 3621
- Cusrlieails Lattes do auter: hitp:/laties. cnpg brS07E10TO567 26416



COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
KELLY CRISTIANE GABRIEL DE ALMEIDA

ORIENTADOR: PROF. DR. MARIO JOSE ABDALLA SAAD

MEMBROS TITULARES:

1. PROF. DR. MARIO JOSE ABDALLA SAAD

2. PROF. DR. LEONARDO OLIVEIRA REIS

3. PROFA. DRA. CARLA ROBERTA DE OLIVEIRA CARVALHO

Programa de Po6s-Graduacdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-seno
SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertacao/Tese e na Secretaria do Programa da
FCM.

Data de Defesa: 24/11/2022




DEDICATORIA

Dedico com amor este trabalho a minha mae Sbénia, e as minhas
filhas Stella e Helena, que sdo a inspiracdo paratodas as minhas

conquistas. Amo vocés incondicionalmente.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, e por nunca ter me deixado desistir dos meus

sonhos mesmo diante das dificuldades.

A minha familia, por estarem ao meu lado durante esta trajetoria, por confiarem

em mim e me motivarem.

A minha mée, que foi minha base durante esse ciclo, que renunciou muitas
coisas para que pudesse me ajudar no desenvolvimento da pesquisa, que foi mae das
minhas filhas durante minhas auséncias, ndo deixando faltar amor e cuidado, e que

ndo me deixou desistir na trajetoria, essa conquista € nossa.

As minhas filhas, Stella e Helena, que mesmo tdo pequenas compreenderam
minhas auséncias, elas que sdo minha inspiracdo para todas as minhas conquistas e
gue mesmo sem entender me ajudaram a me fortalecer nos momentos de fraqueza,

tudo que eu faco é por vocés.

Ao meu orientador Prof. Dr. Méario Jose Abdalla Saad o meu apreco e
admiracdo, por acreditar em minha capacidade e pela orientagdo ao longo da
pesquisa, por me receber em seu laboratério, e por ser esse ser humano integro,

sempre muito positivo e confiante.

Agradeco a Dioze, Heloisa e Andrey, pelo exemplo de profissionalismo, e por

me auxiliarem todas as vezes em que precisei. A vocés, gratidao.

Agradeco aos colegas do grupo, que compartilharam desta jornada comigo e

por todas as experiéncias compartilhadas.
E a todos que fazem parte desta linda caminhada: Esta aqui, consegui.
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de

Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de
Financiamento 001.



EPIGRAFE

“Acredite que vocé pode.
Assim voceé ja esta no meio do caminho”.

Theodore Rooseve



RESUMO

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) sdo um dos medicamentos mais prescritos
em todo o mundo. Os IBP’s induzem a modulagdo da microbiota semelhante a
modelos animais de obesidade e obesidade humana, sem a presenca de dieta
hiperlipidica, ou mesmo ganho de massa corporal. Assim acreditamos que seja um
modelo interessante para correlacionar a modulacdo da microbiota com o
estabelecimento da Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcoéolica. No presente estudo,
investigamos o efeito do tratamento com IBP por 60 dias na sinalizacao de Toll-like
Receptor 4 (TLR-4) e na histologia hepatica, a fim de comparar a modulacdo da
microbiota com alguns aspectos da DHGNA ou Esteato-hepatite Nao Alcodlica
(NASH). Realizamos Teste de Tolerancia a Glicose (GTT), dosagem de
Lipopolissacarideos sérico (LPS), Teste de tolerancia a Insulina (ITT), extracdo de
figado para uso em histologia e Western blot, e instestino para Western Blotting e
PCR. A microbiota foi investigada por metagenémica. Observamos nos camundongos
tratados por 60 dias, uma diminuicdo da glicemia de jejum, e aumentoda sensibilidade
a insulina, mendido pela constante de decaimento da glicemia (Kitt).Como esperado,
o IBP induziu mudanca na modulagdo da microbiota, que foi associada a alteracbes
na integridade do epitélio intestinal na regido do ileo. A analise hepéatica identificou
presenca de fibrose nos cortes histolégicos e aumento na expressao proteica de
TGF, via o tratamento crénico por 60 dias com IBP, alémde modular a microbiota
sem presenca de resisténcia a insulina, promoveu 0 aumento nos niveis circulantes
de LPS e aumento na sinalizacdo downstream de TLR4 e TGF[. Estes dados podem
ter papel importante no aumento da esteatose microvesicular e fibrose. Finalmente,
este modelo de modulag&o na microbiota induzidas por IBP pode ser Gtil parainvestigar
a sua relagcéo com o surgimento de DHGNA.

Palavras-chave: Doenca Hepatica Gordurosa nao Alcodlica, Inibidor de Bomba de

Prétons, Microbiota Intestinal.



ABSTRACT

Proton pump inhibitors (PPIs) are one of the most prescribed drugs worldwide. PPls
induce microbiota modulation similar to animal models of obesity and human obesity,
without the presence of a high-fat diet or even body mass gain. Thus, we believe that
it is an interesting model to correlate the modulation of the microbiota with the
establishment of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease. In the present study, we
investigated the effect of PPI treatment for 60 days on Toll-like Receptor 4 (TLR-4)
signaling and liver histology, in order to compare the microbiota modulation withsome
aspects of NAFLD or Non-steatohepatitis Alcoholic (NASH). We performed a Glucose
Tolerance Test (GTT), serum Lipopolysaccharide (LPS) dosage, InsulinTolerance Test
(ITT), liver extraction for use in histology and Western blot, and intestine for Western
Blotting and PCR. The microbiota was investigated by metagenomics. We observed in
mice treated for 60 days, a decrease in fasting glycemia and an increase in insulin
sensitivity, measured by the glycemia decay constant (Kitt). As expected, PPI induced
changes in the microbiota modulation, which was associated with changes in the
integrity of the intestinal epithelium in the ileum region. Liver analysis identified the
presence of fibrosis in histological sections and an increase in the protein expression
of TGFB, via chronic treatment for 60 dayswith PPI, in addition to modulating the
microbiota without the presence of insulin resistance, it promoted an increase in
circulating levels of LPS and an increase in thedownstream signaling of TLR4 and
TGFB. These data may play an important role in the increase in microvesicular
steatosis and fibrosis. Finally, this model of PPI-induced microbiota modulation may be

useful to investigate its relationship with the onset of NAFLD.

Keywords: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease, Proton Pump Inhibitor, Intestinal

Microbiota.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA)

A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica esta aumentando nos paises
ocidentais, sendo a cirrose hepatica a 12° causa de morte em todo o mundo.
Este aumento se deve em parte ao crescimento de casos de obesidade, um fator
importante associado a doenca hepatica gordurosa néo alcoodlica (DHGNA) e a
esteato-hepatite (NASH)(1).

A DHGNA tem como caracteristicas o acumulo de triglicerideos no figado,
incluindo um espectro de achados histopatolégicos, que podem variardo figado
gorduroso a esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH), fibrose e cirrose, podendo

evoluir para carcinoma hepatocelular.

A DHGNA é histologicamente determinada pela presenca de esteatose
hepatica superior a porcentagem 5% do peso do figado ou quando mais de 5%
deste apresenta lipideos visiveis (2). De acordo com o Indice de Massa Corporal,
esse predominio aumenta (3), estando associada a diversas patologias, como a
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 (DM2), doenca coronariana, dislipidemias
e hipertensdo, sendo caracterizada atualmente como o fenétipo hepatico da

sindrome metabdlica (4).

A DHGNA é uma condicdo clinico patologica encontrada de maneira
comum, sendo definida pelo acumulo de lipideos no parénquima hepético de
individuos que negam o consumo excessivo de alcool, podendo essa condicao
evoluir para esteato-hepatite ndo alcodlica, apresentando caracteristicas como
necroinflamacéo, evoluindo sucessivamente para cirrose, e eventualmente para
carcinoma hepético (5).

Nos Estados Unidos h& alta prevaléncia, conforme demonstra informes
recentes do “Center for Disease Control and Prevention” (CDC), 66% dos adultos
apresentam sobrepeso, e destes, metade sdo obesos. (8) Estimativas indicam
ainda que essa porcentagem pode chegar a 45% em 2025 (6).

O aumento da dominancia dos fatores de risco, contribui para um aumento
de DHGNA mundialmente, sendo mecionada como a doenca hepaticacrénica

mais comum entre americanos e adultos (7).

Nos Estados Unidos, ha a estimativa de que 36% da populacédo americana

apresentem DHGNA, sendo este risco sobreposto para 95% em
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obesos e 70% em diabéticos tipo 2 (8). A predisposicdo genética € um
contribuinte importante no desenvolvimento da DHGNA (9), fatores como
distribuicdo da massa adiposa e sexo e idade também sdo importantes. Estudos
apontam ainda, que mulheres em idade fértil sdo menos afetadas que oshomens,

porém essa diferenca se perde na pos-menopausa (10).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2025 a estimativa
€ de que 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso. No
Brasil, segundo um levantamento feito pelo IBGE em 2019, estima-se de que
cerca de 96 milhdes de brasileiros estivessem acima do peso. De acordo com o
Instituto Brasileiro de Figado (IBRAFIG) a gordura no figado esta presente em
30% dos brasileiros, onde 1% destes pacientes podem evoluir de forma grave,
considerando 1% em 30% da populacdo que conta com 214 milhdes de
habitantes (2021), € um nimero que preocupa.

O mecanismo de patogénese da DHGNA néo é totalmente compreendido,
entretanto sabe-se que sua origem € multi-fatorial (11) e compreende o acumulo
de lipides hepético, além de estresse oxidativo, caracteristicas de inflamacéo e
morte celular (12). No momento a teoria mais aceita para explicar a evolugao da
doenca e caracterizacdo da Esteato- Hepatite Nao Alcodlica (EHNA), é intitulada
de “two hits”. Essa teoria foi proposta Day e James. De acordo com esses autores
o estimulo inicial (“first hit”’) seria 0 acimulo de acidos graxos nos hepatocitos

causado, por exemplo, pela resisténcia a insulina.

A esteatose hepatica pertinente a obesidade esta de modo direto
relacionada ao aumento de producédo de citocinas pro-inflamatérias e diminuicao
de citocinas anti-inflamatorias (13). A citocina pro-inflamatéria (TNFa), € um fator
de necrose tumoral, secretada por macrofagos do tecido adiposo e do figado,
esta frequentemente relacionada a resisténcia a insulina e a progressao de
NAFLD para NASH (14).

O Fator de necrose tumoral TNFa é responsavel pela regulainflamacéo,
metabolismo, viabilidade celular e producédo de outras citocinas (15), induzindo
morte celular com ativacao de caspase 3 (16). Estudos comprovam a atuagéo do
TNFa para além da lipotoxicidade hepatica causada por aumento de AG, mas
como um influenciador desse acumulo de lipideo. Endo e colaboradores (38),
demonstraram que o fator de necrose tumoral TNFa influencia a esteatoseem
camundongos por aumentar a expressao de Sterol regulatory element- binding
transcription factor 1 (SREBP-1c). Ademais, o estudo demonstrou que o
tratamento contra TNFa utilizando anticorpos, reduziu o contetdo de lipideo
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no tecido hepatico de modelo experimental obeso (ob/ob) utilizando dieta
hiperlipidica (17).

Em contraposi¢cédo ao TNFa, a adiponectina, citocina anti-inflamatoéria queé
produzida pelo tecido adiposo que, estad contrariamente relacionada com a
obesidade, sendo conhecida por aumentar a sensibilidade a insulina, ativandoa

via da AMPK e estimulando a utilizacao de glicose (18).

Além de promover a oxida¢do de AG (19), os niveis de adiponectina
encontram-se reduzidos em pacientes com NAFLD (20). Deste modo, o equilibrio
entre TNFa e adiponectina € um fator importante no desenvolvimentoda NASH
(26).

1.2 Microbiota Intestinal

O intestino humano possui um grande numero de microrganismos, estes
formam a microbiota intestinal. Dentre varios microrganismos da microbiota ha
bactérias anaerdbias que chegam a corresponder a um nimero de 500 a 1.000
espécies. Ha estimativas que os genomas coletivos como o microbioma intestinal
contenham 100 vezes mais genes do que nosso proprio genoma humano. A
microbiota intestinal contribui para a nossa homeostase, portanto suas fungdes

sdo multiplas e extremamente diversificadas.

A distribuicdo bacteriana no trato gastrointestinal varia de acordo com a
regido e é influenciada pelo pH, oxigénio e disponibilidade de nutrientes (21,22).

Assim, tem ficado cada vez mais claro que a microbiota intestinal
apresenta um papel importante na fisiologia intestinal e manutencéo da saude do
hospedeiro. Produz grande nimero de enzimas envolvidas na capacidade de
extrair energia da dieta do hospedeiro e depositar energia na forma de estoque
de gordura (23). Entretanto este mecanismo € dependente de um balanco entre
0S microrganismos patogénicos e 0Ss microrganismos nao- patogénicos para

promover a saude (24).

A microbiota intestinal de cada individuo é Unica, sendo parte dela
geneticamente definida e parte podendo ser modificada através de via de parto,
aleitamento materno, habitos alimentares, idade e uso de antibiéticos. Apds o
nascimento, o intestino comega a ser colonizado por bactérias, e eviéncias

cientificas indicam que a manutengdo da saude esta ligada & uma mirobiota
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equilibrada e diversidade de seus microrganismos, através da sua atuacdo na
digestdo de alimentos, regulacdo energética, sintese de vitaminas, producéo de
acidos graxos de cadeia curta, e ainda protecdo contra patdgenos e regulacao

do sistema imune (25).

Embora muitas questdes sobre a microbiota intestinal ainda ndo tenham
sido respondidas, sabe-se que a microbiota exerce um papel diferente no
metabolismo. A microbiota é capaz de colaborar para melhorar a extragdo de
energia dos alimentos, (26) modula os niveis plasmaticos de lipopolissacarideos
(LPS), os quais podem iniciar uma inflamac&o cronica de baixo grau, (27) (Figura
1), levando ao desenvolvimento de obesidade ediabetes tipo 2 assim como
modular alguns genes e proteinas do hospedeiro que regulam o estoque e gasto
energético (28).

Estudos recentes demonstram que Bacteroidetes e Firmicutes
representam mais de 90% de todos os filotipos das bactérias. Além disso, mais
de 90% das bactérias que compdem a microbiota intestinal de humanos e
camundongos sdo anaerdbios estritos, sendo as espécies predominantes:
Bacteroides,Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobacterium, Peptostreptococcus,

entre outros (29).

A colonizacéao intestinal comeca logo apds o nascimento e € mediada pelo
tipo de parto, pela dieta infantil, pelos niveis de higiene e uso de medicamentos
(30). Evidentemente, a dieta é um fator chave que regula a sequéncia e a
natureza da colonizacdo. Enterobactérias e bifidobactérias sdo os primeiros
colonizadores, embora ocorram diferencas na composicdo da microbiota
intestinal entre criancas alimentadas com leite materno e com férmulas infantis.
Nestes lactentes, que foram alimentados com leite materno, Bifidobacterium é o
micrororganismo primario e a microflora produz ainda quantidades elevadas de
acetato e lactato que restringe o crescimento de patégenos potenciais tais como
Escherichia coli e Clostridium perfringens (31).

Nos ultimos anos inimeros estudos revelaram o papel da microbiota
intestinal no desenvolvimento de doengas metabdlicas, entre elas diabetes tipo

1 e 2, obesidade, doencas cardiovasculares e doencas hepéticas cronicas. (32).
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Figura 1. Microbiota intestinal e inflamag&o. O epitélio intestinal € uma barreira eficiente que
impede a absor¢ao de LPS derivado da microbiota intestinal. Obesidade, dieta rica em gordura,
DHGNA, e diabetes estdo associados a maior permeabilidade intestinal levando a endotoxemia
metabdlica. Probidticos, prebidticos, e tratamento com antibiéticos, podem reduzir a absorgéo
de LPS e os indices plasmaticos. No figado, o LPS é eliminado pelos hepatdcitos e excretado
na bile. O LPS promove resisténcia hepatica a insulina, hipertrigliceridemia, acimulo hepatico
de triglicérides, e secreg¢do de citocinas pro inflamatorias, promovendo a progressdo da doenca
hepatica gordurosa. No endotélio,o LPS induz a expressao de moléculas pré-inflamatorias,
quimiotaticas e de adesao, que promovem o desenvolvimento da progresséo da aterosclerose.
No tecido adiposo, o LPS induz adipogénese, resisténcia a insulina, infiltragdo de macrdéfagos,
estresse oxidativo e liberag&o de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias.

Fonte: Neves AL. Et al. J. Mol Endocrinol. 2013 sep 11:51(2):R51-64

2. Fisiologia Géstrica

A principal funcdo do trato gastrointestinal (TGI) € promover a digestdo
dos macronutrientes e absorgéo dos produtos da digestéo, além da absorcao de
agua e microelementos. O estdbmago tem a fungcéo de armazenar, homogeneizar,
acidificar (com isso protegendo o restante do TGI da infestagédo por patdogenos),
liberar seu conteddo aos poucos e de modo regulado noduodeno. Sua Unica
funcao vital é a secrecdo de fator intrinseco que € responsavel pela absorcao
intestinal da vitamina B12. Age na digestdo de alimentos, e sua complexidade

esta no mecanismo de secrec¢do &cida. Suas glandulas secretam no seu limen



enzimas, acidos e mucos, sendo estas as enzimas responsaveis pela quebra dos
metabdlitos, posteriormente, o acido por estabilizar o pH acido que é ideal para
as enzimas, e o muco pela protecao das paredes internas do 6rgao; Quando ha
alguma falha em um destes mecanismos de secre¢cédo estomacal, o organismo
sofrera com efeitos colaterais que implicam na qualidade de vida do paciente
(33).

A secrecdo de muco auxilia na protecédo das paredes estomacais contra
o pH acido e na digestédo de enzimas, sendo este secretado principalmente pelas

glandulas pildricas. A secregdo da pepsina, uma das enzimas estomacais

responsaveis pela quebra da maior parte do material proteico ingerido, é
estimulada pela liberacdo de pepsinogénio no estbmago, precursor da pepsina,
que é estimulado principalmente pelos sinais do sistema autbnomo do vaso

vagal, regulados pela acetilcolina (34).

A secrecdo acida é realizada pelas glandulas oxinticas que secretam o
acido cliridrico (HCI), responsavel pela acidez do estbmago. O estimulo da
secrecdo de HCI ocorre pelo estimulo de complexo gastrina-histamina, sendo a
gastrina o principal horménio que atua nas células parietais estomacais, que
qguando liberado chega as células semelhantes a enterocromafins (ECL). Por sua
vez, quando estimuladas, essas células liberam histamina, que é capaz de

estimular a secrecéo gastrica (35).

Portanto, as doencas gastricas estéo relacionadas com falhas em alguns
destes mecanismos de secrec¢do, os fatores sdo mdltiplos, porém o excesso de
liberacdo de HCI é considerado o principal e mais frequente fator causador de

problemas estomacais (36).

Caracterizada por uma inflamacdo na parede gastrica, a gastrite é
causada pelo contato constante do tecido desprotegido com o PH &cido
estomacal, quando esta lesdo ndo se cicatriza com o tempo ocorre a evolugéo
para Ulceras, que tem como caracteristicas lesbes mais extensas no tecido

gastrico sem afetar a producéo do acido (37).
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2.1 Inibidores de Bomba de Prétons

Por ser a célula parietal conhecida por secretar acido gastrico, muitos
medicamentos, com objetivo de inibir a secrecdo do &cido tem como objetivo
atingir a célula parietal. Os IBP’s sdo uma das classes de medicamentos mais
vendidos mundialmente, pois combinam um alto nivel de eficacia com baixa
toxicidade (38).

Os IBP’S séo utilizados para reduzir a secrecéo do acido gastrico através
da inibicdo irreversivel da enzima H+/K+ ATPase, parte final da via de secrecao
acida.

Os medicamentos desta classe, incluem: omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol. Por suprimirem a secre¢do acida com
eficdcia sdo amplamente utilizados para o tratamento de Ulcera péptica, esofagite
de refluxo, hipergastrinemia, lesdes gastrointestinais causadas por
antinflamatdérios nédo esterdéidais, dispepsias, e como componente no tratamento
de infeccdo por Helicobacter pylori, Sindrome de Zollinger-Ellison, entre outros
(39).

Todos os IBP atualmente utilizados s&o derivados de benzimidazol,
moléculas inorganicas heterociclicas, que incluem uma porcdo de piridina e
benzimidazol, entdo ligadas por um grupo metilsufinil (Figura 2). Os IBP sdo
bases fracas instaveis ao acido. Estes podem ser encontrados na forma de
comprimidos com revestimento entérico, capas de gelatina, ou granulos
revestidos na maneira de pd para solucdo, podendo também ser encontrado
embalado em combinacdo com bicarbonato conferindo assim, neutralizacéo
temporaria do pH luminal (40).

Os IBP séo absorvidos pelo intestino delgado proximal e atingem as
células parietais gastricas, onde se encontram os canaliculos secretores de
acidos (Figura 3). Neste momento os IBPs sofrem a clivagem catalisada por acido
de uma ligacao sulfoxido quiral (exceto esomeprazol e dexlansoprazol), emécido
sulfénico ativo, se ligando covalentemente aos residuos de cisteinana H+ K+
ATPase inibindo a secrec¢ao do acido, até que as bombas de substituiciopossam
ser sintetizadas (41).
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Em sua forma ativa os IBP sao rapidamente metabolizados pelo figado,
e a manutencdo dos niveis plasmaticos da droga é altamente afetada pelo
metabolismo. O metabolismo dos IBPs por sua vez depende do sistema do
citocromo P450, e o polimorfismo CYP2C19 e CYP3A4 s&o os principais

componentes para isto (42).
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Figura 2. Estruturas moleculares dos IBPs comercializados no Brasil.

Imagem demonstrando a estrutura dos inibidores de bomba de prétons: Omeprazol,
Esomeprazol, Lansoprazol, Desxlansoprazol, Pantoprazol e Rabeprazol.

Fonte: (MORSCHEL; MAFRA; CARRAO; 2018).
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Figura 3: Esquema da ativacdo da bomba de prétons no canaliculo da célula parietal,
causando a inibicdo irreversivel da bomba H+,K+ ATPase pelo IBP ativo. (a) O IBP é
transportado da corrente sangliinea para os canaliculos da célula parietal (b) Ativagcéo do
IBP (c) Estrutura quimica do IBP passa por transformacao, para um derivado sulfonamida

e posterior ligacdo com abomba H+,K+ ATPase. Fonte: (PAZ, et al 2018)
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2.2 Pantoprazol

O inibidor de bomba de prétons pantoprazol, € considerado padréao ouro
no tratamento das doencas pépticas por sua acdo na inibicdo da bomba de
prétons (H+ /K+ ATPase), que por ligacdo covalente, a inibe de maneira
irreversivel, fazendo com que ocorra a supressao do acido gastrico no Iimen

estomacal (43).

Entre os IBPs, um dos mais prescritos na pratica clinica é o Pantoprazol
(5 — (difluorometoxi) — 2 — [(3,4 — dimetoxi — 2 — piridinil)meti]sufinil- 1H —
benzimidazol), que necessita de meio acido para que haja suaativagdo, onde
torna-se entdo uma sulfonamida cationica, capaz de se ligar ao H+ /K+ ATPase,

apos sua absorcao no intestino (44).

Sua ativacdo ocorre nos canaliculos das células secretoras gastricas,
portanto ele deve ser administrado de maneira que sua passagem seja intacta
no estbmago, para isto ha diferentes formas de administracédo deste farmaco. No
mercado dispbéem-se comprimidos revestidos com protecdo gastrica e outras

formas farmacéuticas (45).

O tempo da inibicdo da secrecao gastrica pelo pantoprazol, é relacionado
ao tempo de producéo de uma nova H+ /K+ ATPase pelo organismo, 0 que varia
entre organismos, entretanto, a média de sua duragdo éde 46 horas, sendo
superior a outros farmacos da mesma classe, que possuem uma média de
duracédo de 20 horas (46).

2.3 Inibidores de Bomba de Prétons e Microbiota Intestinal

Os IBP’s sdo bem aceitos pelo organismo, sendo raras as reacoes
adversas, por esta razao sao prescritos muitas vezes de forma continua e a longo
prazo (47).

Entretanto, o acido gastrico € um mecanismo de defesa do organismo
contra microrganismos, e estudos sugerem que a supressao de forma cronica do
acido gastrico poderia de alguma forma causar efeitos adversos. Estudo de
Rodriguez e colaboradores, em 2007 avaliou que os IBP’S sao efetivos para o

tratamento de desordens gastricas, porém a supressao acida pode alterar a
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microbiota do trato gastrointestinal podendo levar a complica¢gées, como: ma

absorcao, infeccbes entéricas e infec¢des fora do trato gastrointestinal.

Um estudo no mesmo segmento avaliou pacientes em uso de IBP e
concluiu que baixos niveis de &cido gastrico promovem o aumento da flora
entérica na porcao proxima do intestino, e que ainda, estas bactérias podem ser
aspiradas durante episodios de refluxos fisioldgicos, podendo causar pneumonia
(48).

2.4 Mucinas e Microbiota Intestinal

O papel da barreira intestinal tem sido estudado ha décadas, mas os
mecanismos exatos envolvidos na protecao da barreira intestinal sdo diversos
e complementares. Dentre eles, a integridade da barreira mucosa é uma das

primeiras linhas de protecao do trato gastrointestinal (49).

As mucinas sdo caracterizadas por sua densa cobertura de glicanos,
especialmente da familia dos O - glicanos. O trato gastrointestinal, € o meio ideal
para a proliferagdo bacteriana devido ao seu teor equilibrado de sal e agua,
rigueza em nutrientes e temperatura ideal. O niamero de bactérias intestinais é
préximo ao numero de células do nosso corpo, mas ainda assimas bactérias nao
assumem o controle. Isso se deve em grande parte as mucinas e sua estrutura
e funcdo. No entanto, esta ndo é a Unica caracteristica notavel das mucinas.
Certas bactérias comensais sao especializadas em degradar os glicanos de
mucina e utilizam a energia obtida para alimentar ndo apenas a si mesmas, mas
também seu hospedeiro. O muco e seu principal componente, asmucinas, assim
como as mucinas da superficie epitelial, assumiram o papel de proteger as
superficies mucosas internas. Isso requer que as moléculas atuem com
propriedades duais, para proteger e remover. A protecdo é baseada na
construcdo de um sistema onde o epitélio é protegidodo contato. A remocao é
baseada em um sistema que requer armadilhas e a possibilidade de mover
intrusos para posi¢cées menos suscetiveis do hospedeiro, na maioria dos casos,
célon (50).
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2.5 Inibidores de Bomba de Préotons e Doenca Hepatica

A resisténcia a insulina € um processo fisiopatolégico das doencas
metabdlicas (Pagano, et al, 2002). Na DHGNA ocorre o0 acumulo de gordura e
inflamacéo dos hepatdcitos decorrente da resisténcia a insulina que acelera o
desenvolvimento da DHGNA (51).

A barreira intestinal € composta por células epiteliais, conhecidos como
a barreira natural que previne a translocacédo de bactérias patogénicas para a
circulacao sanguinea. Pacientes que apresentam EHNA séo caracterizados por
apresentar um crescimento bacteriano aumentado no intestino delgado, que

pode trazer prejuizos a fungdo intestinal e aumentar a permeabilidade intestinal.

Este crescimento bacteriano também induz a expresséo hepatica do Toll-
Like Receptor 4 (TLR4) e a liberacdo de interleucina IL-8 (IL8), levando ao
estimulo da reacao inflamatéria. Estudos relacionam ainda, a disbiose intestinal
como causadora do aumento de LPS, inflamacé&o e desenvolvimento da DHGNA
(52).

Um estudo realizado por Llorente e colaboradores, 2017 (53) mostrou que
a supressao de acido gastrico induziu o supercrescimento de Enterococcus

intestinal e sua translocacao para o figado (Figura 4).

Balmer, 2014; Henao-Mejia 2012, portanto, indicaram que mudanca na
homeostase gastrointestinal pode promover doencas hepaticas. Estudos
realizado por Dever, 2015, demonstrado uma ligacdo entre o aumento de
Enterococcus com inducdo de inflamacdo hepética, via receptor de
reconhecimento de patdgeno — o Toll Like Receptor tipo 2 (TLR2), e progressao
da doenca hepatica. Fatores de viruléncia do Enterococcus, tais como gelatinase
E27 pode facilitar a translocagéo bacteriana e contribuir para adoenca hepética.
Enterococcus também tem sido encontrado como causa de peritonite bacteriana
espontdnea em pacientes com doenca hepatica em estagio avancado. Em
pacientes com cirrose, o risco de infec¢ao bacteriana e suas complicagdes estao

fortemente associadas com medica¢cfes de supresséao acida.
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Figura 4: Supresséao do acido gastrico e doenca hepatica alcdolica

Supressdo do acido gastrico e doenca hepatica alcodlica. A supressdo do &cido géstrico aumenta
o Enterococcus intestinal, que se transloca para o figado através da veia porta. Enterococcus
liga-se ao receptor de reconhecimento de patégeno TLR2 nas células de Kupffer hepaticas,
levando a secrecdo de IL1B. IL1B contribui para a inflamag&o hepética induzida por etanol e
danos aos hepatdcitosFonte: Llorente,C.; Jepsen, P.; Inamine, T.; Wang, L.; Bluemel, S.; Wang,
H.J.; Loomba, R.; Bajaj, J.S.; Schubert, M.L.; Sikaroodi, M.; et al. Gastric acid suppression
promotes alcoholic liver disease by inducing overgrowth of intestinal Enterococcus. Nat.
Commun. 2017, 8, 837

2.6 Lipopolissacarideo (LPS)

O Lipopolissacarideo (LPS) € considerado um importante ativador da
resposta imunoldgica, sendo um importante componente estrutural da membrana
externa de bactérias Gram-negativas, constituido porglicofosfolipidioancorado a
membrana, denominado lipidio A (Figura 5), que confere principal porcao
relacionada a atividade biol6gica da molécula, e por um heteropolissacaridio

hidrofilico unidos por ligacédo covalente (54).

Seus efeitos sdo mediados principalmente pelo NFKB, um fator de
transcricdo que se mantém inativo no citoplasma e que migra para o ndcleo apos
a interagao do LPS com seus receptores, promovendo a transcri¢cao de diversos
genes relacionados a resposta inflamatdria aguda. Atualmente, o LPS é
considerado o principal fator responsavel pelas manifestacbes tdxicas de

infeccdes por bactérias gram-negativas bem como por inflamacéo sistémica(55).
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A sinalizacdo do LPS ocorre através de padrdes moleculares associados
a patogenos, os chamados PAMPs, que séo padrdes de moléculas reconhecidas
pelo sistema imune inato como forma de detectar a invasao por patégenos. No
caso das bactérias, fungos e virus esses receptores sdo especificos e da classe
Toll-Like, os quais séo peca chave para a identificacdo de sensores primarios de
infeccbes microbianas e tém fornecido informacfes significativas na
compreensdao dos mecanismos envolvidos na imunidade inata e adquirida.
Dentre os principais, destaca-se o receptor Toll-Like 4 (TLR4), o qual € facilmente
encontrado na superficie de inUmeras células imunes como 0s mondcitos,

macrofagos, células dendriticas e neutrofilos (56)

Figura 5: Estrutura LPS.
Estrutura dos lipopolissacarideos (LPS) das bactérias gram negativas

Fonte: http://smart.servier.com/
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3. HIPOTESE

A disbiose intestinal desencadeada pelo uso cronico do pantoprazol é
capaz de induzir quadro de esteatose hepética em camundongos machos

alimentados com dieta normocaldrica e normolipidica.

27



28

4. OBJETIVOS

Objetivo geral:

e Investigar os efeitos do pantoprazol sobre a modulacdo da microbiota
intestinal e comparar com o possivel desenvolvimento de esteatose hepatica

nao alcodlica.

Objetivos especificos:

e Auvaliar a microbiota intestinal de animais tratados com pantoprazol
por 60 dias, tanto na agua de beber quanto por gavagem, através de
analise metagenémica,

¢ Investigar os niveis de LPS circulante, assim como integridade da

parede intestinal apds o tratamento com pantoprazol;

e Analisar o tecido hepatico para verificar o desenvolvimento de

esteatose hepatica ndo alcodlica e correlacionar com a microbiota intestinal.



5. METODOLOGIA

Caracterizacdo dos Animais

Para realizagdo do estudo foram utilizados 20 animais, camundongos
C57BL/6J, machos, adquiridos com quatro semanas de vida, provenientes do
Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Optamos por utilizar este modelo
animal pois foi o modelo utilizado no artigo utilizado como referéncia, além de
serem isogénicos e possuiram uma genética e fisiologia bem conhecidos. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com até cinco animais em cada
gaiola, acondicionados em ambiente apropriado, sob condicfes estaveis de
temperatura (aproximadamente 22°C), com ciclos alternados de claro/escuro
com duracdo de 12 horas cada, com livre acesso a agua e alimentacao. Ao
completarem 12 semanas, os camundongos foram divididos aleatoriamente em
grupo controle (CTL) e pantoprazol (PZOL), e comecaram a receber o
pantoprazol com o objetivo de haver a supressdo do acido gastrico. O
pantoprazol foi oferecido em livre demanda para os animais através do
bebedouro, na concentracdo de 150 mg/kg, o grupo veiculo recebeu apenas
agua. A solucdo de pantoprazol era trocada em dias alternados, as segundas,

quartas e sextas feiras.

Combinado a droga na agua utilizando o bebedouro, optamos ainda por
realizar o método de gavagem nos animais, como garantia de que todos estariam
recebendo o tratamento, isso se deve ao fato da variacdo na quantidade de agua
ingerida pelos animais. Entdo os animais foram gavados em dias alternados,
sendo estes, segundas, quartas e sextas feiras, e receberam pantoprazol na
concentracdo de 75 mg/kg. O grupo controle foi submetido ao mesmo
procedimento e recebeu agua como veiculo. Para ajuste do volume a ser
administrado os animais eram pesados anteriormente a gavagem, também em

dias alternados (Figura 6).

O uso de animais de experimentacdo neste projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Unicamp (CEUA) sob o protocolo n° 5762-
1/2021 e seguiu as orientagbes da Universidade para o uso de animais em

estudos experimentais.
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[ DESENHO EXPERIMENTAL- TRATAMENTO ]

— Camundongos 57
f/- Machos

| 12 SEMANAS DE IDADE ]

GRUPO CONTROLE(CTL) GREUPC PANTOPRAZOL(FEOL)

EACAD PADRAC E LIVRE R4CAD PADEAC ELIVEE

ACESSO 4 AGUA POTAVEL ACESSO 4 AGU4 POTAVEL

DURANTE O RESFECTIVO COM PANTOFRAZOL Ha

FERIODO. CONCENTERAGAD DE 150 meke
DUR4ANTE O RESPECTIVO
PERIODO.

Grupo Controle: Yeiculo
Grupo pantoprazol; Partoprazal a
TS5 mi- método gavacgem

Figura 6: Desenho experimental dos animais.
Esquema demonstrando o desenho experimental dos animais.
Fonte: Elaboracgao propria.

Grupo 1: Grupo controle veiculo, composto por 8 animais alimentados

com racao padrao e livre acesso a agua potavel mantidos por 60 dias.

Grupo 2: Grupo tratamento pantoprazol 60 dias (PZOL-60), composto por
11 animais alimentados com ragcao padrao para roedores (3,39 kcal/g; Nuvilab
CR-1, Nuvital Quimtia, Brasil), e livre acesso a agua com pantoprazol na
concentracao de 150 mg/mL. No método de gavagem, os animais foram gavados
em dias alternados, as segundas, quartas e sextas e a concentracdo de
pantoprazol estabelecida foi de 75 mg/kg/dia. O método de gavagem combinado
a droga na agua foi estabelecido como garantia de que todos os animais do grupo

pantoprazol estivessem recebendo a mesma concentracao da droga.



Protocolo de experimentacao

Os animais foram pesados trés vezes por semana para ajuste da dose do
pantoprazol, de maneira que todos 0s animais recebessem a mesma dose via
gavagem. ApOs o periodo, de tratamento foi realizado o teste de toleranciaa
glicose e teste de tolerancia a insulina, e apdés todos os animais foram
eutanasiados e submetidos a extracdo de tecidos e coleta de material bioldgico

para analise.
Extracdo de Tecidos e materiais biologicos

Apos o periodo descrito, 0os animais foram anestesiados com cloridrato de
guetamina a 10% (100mg/kg) e cloridrato de xilasina a 2% (10mg/kg) por via
intraperitoneal e observados até a perda dos reflexos podal e corneano. Uma vez
detectada a perda dos reflexos, inicia-se a extracdo dos tecidos e coleta de

materiais biologicos.

Trata-se de procedimento cirdrgico e os tecidos coletados foram:
fragmentos de figado, fragmentos de intestino delgado e fragmentos de intestino
grosso. Além destes, também foi coletado o conteudo fecal das respectivas alcas
intestinais (delgado e grosso) e também puncdo venosa da veia cava para

obtencao de sangue total e posterior obtencéo de soro.

Os tecidos coletados foram processados para uso nas técnicas de
histologia, western blotting e PCR. As fezes foram utilizadas para analise
metagendmica e 0 soro usado para mensurar o LPS. Apds a extracao dos tecidos

o0s animais foram sacrificados utilizando-se uma sobredose de anestésico.
Teste de tolerancia glicose (GTT)

A tolerancia a glicose foi avaliada através do Teste de Tolerancia a
Glicose (GTT). Os animais ficaram em jejum de 6 horas, e apos esse periodo a
primeira coleta de sangue foi realizada com o animal acordado, no tempo O
(basal). Em seguida, foi injetada a glicose (1g/kg) via intraperitoneal nos animais,
e as amostras de sangue foram coletadas da cauda nos tempos 15, 30, 60, 90 e
120 minutos para dosagem da glicose com auxilio de glicosimetro comercial
Accu-Check. A tolerancia a glicose foi avaliada pela analise da area sob a curva
(AUC).

Teste de tolerancia ainsulina (ITT)

O teste foi realizado para avaliar a tolerancia a insulina uma semana ap0s
o teste de tolerancia a glicose. Os mesmos animais permaneceram em jejum de

6 horas para avaliar a sensibilidade periférica a insulina no animal
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apos o tratamento com a droga. Apds o respectivo periodo a primeira coleta de

sangue foi realizada com o animal acordado no tempo 0.

Em seguida, foi administrada a insulina regular (1,5 U/kg) nos
camundongos e amostras de sangue foram coletadas da cauda nos tempos 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos para determinagao da glicose sérica e mensuradas
utilizando glicosimetro comercial Accu-Check. Para essa avaliacéo a tolerancia
a insulina foi mensurada pelo clearance de glicose sobre os minutos iniciais do

desafio de insulina.

Posteriormente, a velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi
calculada através da formula Kitt = 0,693/(t1/2). O t1/2 da glicose plasmatica, foi
calculado a partir da inclinacdo da curva de regressdo minima, durante a fase

linear de declinio da concentracdo plasmética.

Dosagem de LPS

Amostras de soro foram obtidas da veia cava e da veia porta e diluidas a
20% (vol./vol.) com agua isenta de endotoxinas e, em seguida, aquecidas a 70
C por 10 minutos para inativar as proteinas séricas. Em seguida, o LPS foi
guantificado usando um kit comercial Limulus Amebocyte Assay (Cambrex,
Walkersville, MD, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante, conforme

descrito anteriormente.

Determinacédo de TG, ALT e AST.

Amostras de figado foram submetidas a extracdo de lipidios conforme
descrito anteriormente, e as amostras foram homogeneizadas em uma solucéo
contendo cloroférmio e metanol usando o homogeneizador de microtubos
BeadBlaster 24 (Benchmark Scientific, Inc., Sayreville, NJ, EUA) e agitadas
suavemente durante a noite a 4 °C. Apds a incubacdo, as amostras foram
adicionadas com solucdo de NaCl 0,6% e centrifugadas (4000x g por 20 min a
4 °C) para remocdo da camada orgéanica. A fracdo organica foi seca em
temperatura ambiente, reconstituida em 100 pL de isopropanol e utilizada para
quantificacdo de triglicerideos (TGs) com um kit enzimético/colorimétrico
(LABORLAB, Sao Paulo, SP, Brasil). A alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) séricas foram medidas no plasma através do
método UV cinético usando o Reagente Liquido Estavel ALT (GPT) ou AST
(GOT) de acordo com as especificagdes do fabricante (LABORLAB, Sao Paulo,
SP, Brasil).
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Histologia

Apés disseccéo, o tecido extraido foi fixado por imersédo de formaldeido
4%, com tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, por 24h sendo, entdo, desidratados,

clareados e, por fim, embebidos em parafina.

Fragmentos de figado foram fixados a temperatura ambiente por imersao
em 4% formaldeido em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4, desidratado, branqueado e
embebido em parafina . Cinco cortes micrométricos foram corados com
hematoxilina e eosina para analisar a morfologia do figado ou Picro Sirus red
(PS) solucdo para avaliar a presenca ou auséncia de fibrose hepatica através
quantificacdo do conteudo de coldgeno intersticial. A area de colageno intersticial
foi determinada para toda a secdo de figado corada com PS usando imagens
digitalizadas capturado usando o microscépio Axio Scope Al com Axio Cam MRc
digital camera (Carls Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e o Axio Vision Release
4.8.2 Programas. As imagens coloridas foramconvertidas para 8 bits eum P&B
padréo foi definido. Como assumimos um sinal de fundo constante (limiar) para
todas as imagens, 0 a porcentagem de area positiva para coloracdode PS de
cada campo foi registrada. Sobre em média, 15 campos foramanalisados por

animal sob uma objetiva de 20x.

Secbes de figado para coloracdo de lipidios neutros com ORO foram
obtidas e processados com base em estudos anteriores. Resumidamente,
fragmentos de figado foram embutidos em Tissue-Tek O.C.T. composto e
imediatamente congelado em n-hexano com nitrogénio liquido (N2). Quinze
secdes de criostato em série de micrémetros foram montados em laminas de
vidro revestidas com aminopropiltrietoxissilano. Trés se¢des de diferentes partes
das amostras (200 um de distancia) foram descartados por lamina, e foram
analisadas duas laminas por animal. As secfes do figado foram incubadas com
ORO durante 10 min a temperatura ambiente e depois enxaguado com agua da
torneira durante 30 min. Depois, um meio de montagem soluvel em agua foi
usado antes da observagao por microscopia. Quatro campos diferentes de cada
secao foram adquiridos com um Olympus Microscépio BX51TF equipado com
camera digital (DP72, Olympus, Tokyo, Jap&do) sob um objetivo de 20x. As
imagens coloridas foram convertidas para 8 bits.

Depois disso, um vermelho padrdo foi definido e o limite foi ajustado
para avaliar a densidade Optica da area positiva para coloracdo ORO de cada
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campo. Um sinal de fundo individual foi assumido para cada imagem. Todas

as analises foram realizadas usando o software ImageJ (versao 1.53e)

O ileo foi coletado dos animais e este segmento intestinal foi limpo e
aberto longitudinalmente com a face luminal voltada para cima. Delicadamente
e lentamente o ileo foi enrolado ao redor do palito. Uma vez que todo o
comprimento do ileo foi enrolado, este foi colocado em um cassete de tecido e
fixado a temperatura ambiente por imersdo em formaldeido a 4% em tampcgao
fosfato 0,1M Ph 7,4 desidratado, branqueado e embebido em parafina. Em cada
cassete temos ileo swis roll de trés camundongos diferentes. Cinco sessfes
micrométricas foram coradas com azul alcian pH 2,5 (AB) para corar o muco. As
imagens digitalizadas foram capturadas usando o microscopio Axio Scope Al
com camera digital Axio Cam MRc (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e o
software Axio Vision Release 4.8.2. As imagens coloridas foram covertidas para
8 bits e um P&B padrédo fi definido. A porcentagem da area positiva para
coloracédo de muco foi medida.

Determinacao e Analise da Expresséao de Proteinas

Expressdo e fosforilagdo das principais proteinas envolvidas na
homeostasia da parede intestinal (“tight junctions”) e proteinas envolvidas na
ativacdo de vias inflamatdrias no figado e intestino, através das técnicas

descritas abaixo.

Os camundongos foram mantidos em jejum por 6 horas antes dos
procedimentos. Os ratos foram anestesiados com administragéo intraperitoneal
de cetamina (100 mg/kg) e xilazina cloridrato (10 mg/kg), e apds a perda dos
reflexos do pé, da cauda e da coérnea, eles foram utilizados. Fragmentos de
figado e intestino (~ 100mg) foram coletados e homogeneizado em tampé&o de
extracdo (10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L Tris (pH 7,4), contendo 100 mmo/L de
pirofosfato de sdédio, 100 mmol/L de fluoreto de sédio, 10 mmol/L vanadato de
sédio, 2 mmol/L PMSF e 0,1 mg de aprotinina/mL, 1% Triton-X 100). As amostras
foram centrifugadas a 11.000 rpm e 4°C e o sobrenadantes foram usados. As
amostras foram submetidas a eletrofores. Os anticorpos primarios utilizados
foram anti-fosfo-JNK (sc-6254 Santa Cruz), anti-JNK (sc-1648 Santa Cruz), anti-
TGFB (ab92486 Abcam), anti-Receptor de TGFB (ab31013 Abcam), anti-TLR4
(ab22048 Abcam), anti-Myd88 (sc-11356 Santa Cruz), anti-ZO-1 (61- 7300
Thermo Fisher), anti-Ocludina (71- 1500 Thermo Fisher), anti-Claudin 1 (#13995
Cell Signalling), anti-E-caderina (sc-7870 Santa Cruz), anti-Beta catenina (sc-
1496 Santa Cruz), anti-a-tubulina (#2144 Sinalizacdo Celular) e
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anti-B-actina (#4967 Sinalizacdo Celular) a 1:1.000 diluicdo. O anticorpo
secundario (Thermo Scientific) ligado a uma peroxidase molécula, na diluicao de
1:10.000, reagiu com a solucdo de quimioluminescéncia (kit de substrato
ClarityTM Western ECL, BioRad ©) e as membranas foram desenvolvido em
fotodocumentagdo (Gel Doc™ XR, BioRad ©), gerando arquivos digitais.
Posteriormente, as imagens foram analisadas usando o software ImagelLab (v.
5.2.1 build 11, BioRad © Laboratories).

Andlise da microbiota por sequenciamento RNAr 16S

As amostras de fezes dos animais foram coletadas de ambos os grupos

(controle e tratado), antes e apds o tratamento com pantoprazol.

Amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola retal apdés (n=8)
o periodo de tratamento e foram armazenados a -80 °C até a analise. As
amostras foram coletados, armazenados e processados em um ambiente
controlado para minimizar o risco de contaminag&do. O DNA genémico de 200mg
de fezes foi extraido usando o kit QlAamp DNA Stool Mini (Qiagen, Hilden,
Alemanha). Um controle negativo (agua do QlAamp DNA Stool Mini Kit)de uma
extracdo passo para o sequenciamento final e o padrao da comunidadede DNA
microbiano simulado foi usado como controle positivo (ZymoBIOMICS Irvine, CA,
EUA). Para cada amostra a regido hipervariavel V3-V4 do gene 16S rRNA
bacteriano foi amplificada seguido pelo guia de preparacdo da biblioteca de
sequenciamento metagendmico lllumina 16S. A composicdo taxonémicadas
comunidades bacterianas foi obtida analisando a regido V3-V4 do gene 16S

rRNA usando a plataforma Illlumina® MiSeq.

As construcdes das bibliotecas de sequenciamento de DNA foram
realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante (lllumina, San Diego, CA,
EUA) e seguiu o mesmo fluxo descrito por Caporaso et al. (2012). O fastq
sequéncias foram analisadas usando o software Illumina 16S Metagenomics que
realiza a classificacéo taxonémica da regiao V3-V4 do rRNA 16S gene usando o
banco de dados DADA2; Andlises de abundancia pareadas foram realizadas
usando o software IBM SPSS® 20.0 (Teste de Ranks Sinalizados Wilcoxon).
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q.PCR

O RNA total foi obtido do ileo, célon e figado de ambos os grupos de
camundongos usando o RNeasy Mini Kit da Qiagen conforme descrito no
protocolo do fabricante (Qiagen Inc, CA, EUA). Para amostras de tecido, o cDNA
da primeira fita foi sintetizado usando o kit de transcricdo reversa de cDNA de
alta capacidade, conforme descrito no protocolo do fabricante (Applied
Biosystem, CA, EUA). TagMan e Quant Studio 6 Flex Real-Time PCR System e
software Data Assist™ Applied Biosystems, CA, EUA) foram usados para obter
0s niveis de expressdo relativa dos genes: Ocln MmM00500912 m1; Tjp2
MmO00495620_m1; Cldnl Mm00516701_m1; Tjpl MmO00493699 m1;

Aqp3 Mm01208560_m1; Glpr2 Mm01329475_m1. SybrGreen PCR Master Mix
(Applied Biosystem, CA, EUA) foi usado para obter os niveis de expressao
relativa dos genes: 150 nM de TIr4 (Fw: 5- GGCCATTGCTGCCAACAT -3'; Rv:
5'- CAACAATCACCTTTCGGCTTTT -3'), 150 nM de primers direto e reverso
MyD88 (Fw: 5'- TCGATGCCTTCATCTGCTATTG -3'; Rv: 5'- GGT
CGGATCATCTCCTGCACAAA -3) e 150 nM de If3 (Fw: 5'-
TTCCCGGGAGGGATAAGC -3'; Rv: 5' - GGGCAGAGCGGAAATTCC -3 [53].
A expressao de Gapdh e B2m foi usada como controle enddgeno, e amostras de
camundongos controle foram usadas como calibradores. Um “No Template
Control” negativo também foi incluido para cada par de primers.Para o preparo
das bibliotecas foram necesséarios 12,5 ng de DNA por amostras, 5 mM de
primers (ou iniciadores) especificos para a amplificacdo da regido altamente
conservada (V3 e V4) do gene 16S bacteriano e 12,5 uL do pré-mix 2x KAPA
HIFI hotStart (Manufacturing, R&D Cape Town, South Africa)

36



Analise Estatistica

Os dados que obedeceram uma distribuicdo paramétrica foram avaliados
através do teste T de Studente. Os dados que ndo obedeceram uma distribuicdo
paramétrica foram avaliados com o teste de Kruskal Wallis. Os dados foram
expressos em média = desvio padrdo. O nivel de significancia foi estabelecido
em p<0,05.

Para as andlises de histologia os dados foram analisados através do teste
de Shapiro-Wilk e teste de Levene para avaliar o padrao de distribuicdo e a
variancia das variaveis. Para isto, as variaveis foram adequadamente

apresentadas em média * desvio.

Para a andlise dos dados e graficos utilizamos o programa GraphPad
Prism version 5.00 for Windows!.

A andlise da diversidade alfa e beta foi realizada usando o Analista de

Microbioma. Os graficos foram gerados pelo GraphPad Prism 7.0
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6. RESULTADOS- ARTIGO PUBLICADO
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or weight gain, it is an interesting model to correlate microbiota modulation with the establishment of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).
We investigated the effect of pantoprazole treatment on TLR4 signaling and liver histology in C57BL/6J mice for 60 days, trying to correlate
microbiota modulation with some aspects of liver injury. We performed glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance tests, serum lipopolysaccharide
(LPS) dosage, liver histology, liver and intestine extraction for Western blot and gPCR. Fecal microbiota were investigated via metagenomics.
Chronic treatment with pantoprazole induced microbiota modulation and impaired ileum barrier integrity, without an association with insulin
resistance. Furthermore, increased circulating LPS and increased Toll-like receptor 4 (TLR4) and TGFP downstream signaling may have an
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1. Introduction

PPIs are one of the most prescribed drugs around the world [1-4] to treat
heartburn, gastroesophageal reflux disorder (GERD) and to prevent gastroduodenal
ulcers [2—4]. Most of the time, these drugs are prescribed for long periods without
weighing up the risks and benefits. The list of adverse events induced by these drugs
has increased in the past few years, but it is important to mention that only a few
have established causalities [5-9].

PPIs have clear effects on structural and functional ¢ hanges in the gastric
mucosa, but the relationship between these drugs and gastrointestinal
malignancies is not evidence- based [10—13]. On the other hand, previous data
showed that chronic PPl use could be accompanied by an increased risk of
enteric infections [9]. These data are supported by epidemiologic studies and meta-
analyses, and the mechanism seems to be related to changes induced bythese
drugs on the gut microbiota [14—22]. The microbiota modulation induced by PPIs is
very similar to microbiota seen in animal models of obesity and human obesity
[23-27]. In this regard, changes in microbiota composition have been causally
related to obesity and its complications [23—-26].

NAFLD is one of the most common complications of obesity, and its
prevalence (from 1989 to 2017) in the world population has ranged from 11.2%
to 37.2% [28-30]. In the past five years, data coming from different sources have
shown that dysbiosis hasan important role in the development of NAFLD [28—
30]. The mechanisms by which microbiota modulation can have a role in the
induction of NAFLD include the reduced production of short-chain fatty acids
produced by bacteria and increased serum LPS, indicating an alteration in the
intestinal barrier, which will induce liver inflammation through TLR4 [23]. NAFLD
can progress to NASH, which is characterized by advanced fibrosis, and this
process seems to be influenced by the microbiota [28—-32]. Recent evidence
suggests a link between NAFLD and PPI use, probably through gastric achlorhydria
which induces alterations in microbiota, but these studies were performed in
alcohol-fed mice and in obese mice [33,34].

It is important to mention that most animal models of NAFLD and NASH use
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a high-fat diet or high-caloric diet, which by themselves can modulate microbiota,
making it difficult to establish a direct correlation between gut microbiota with
NAFLD. However, since PPIs can induce microbiota modulation similar to obesity,
but without a high-fat diet or weight gain, we believe that it is an interesting model to
correlate microbiota modulation with liver injury. Thus, we investigated the effectof
pantoprazole treatment for 60 days on glucose metabolism, the intestinal barrier
integrity, associated with TLR4 signaling, and liver histology, trying to correlate

microbiota modulation with some aspects ofliver injury.

2. Results

2.1 Animal Characterization

Pantoprazole-treated (PZOL) mice presented similar body weights at the end of
treatment when compared to vehicle-treated mice (CTL) (CTL: 26.84 = 2.289 and
PZOL: 25.86 = 1.136; p-value 0.2196; Figure 1A). Furthermore, the GTT also
presented similar curves (Figure 1B) without any difference in the area under the curve
(CTL: 18,174 + 2171 and PZOL: 16,202 + 2411; p = 0.1075). On the other

hand, the fasting blood glucose was lower in PZOL mice than in CTL mice (CTL:
103.3 +7.44 and PZOL.: 80.88 + 12.93; p-value 0.0008; Figure 1C), and it also showed
a tendency to be lower at the end of the GTT, i.e., 120 min after glucose infusion (CTL:
153 +24.8 and PZOL.: 132 + 33.0; p-value 0.1368; Figure 1D). In addition, pantoprazole
treatment was able to improve insulin sensitivity, as shown by the increase in kITT
(CTL: 5.057 +£2.820 and PZOL.: 8.171 + 1.674; p-value 0.0077: Figure 1E).

2.2 Microbiome Data Analysis after 60 Days of Pantoprazole

To investigate how pantoprazole treatment, for 60 days, affected microbiota, first, we
analyzed the a-diversity, estimated by the Shannon index. This method is used to
measure the diversity present within a sample or community. The Shannon index
considered two measures: richness (total number of species) and evenness
(abundances of the species). The alpha diversity was higher in the PZOL group when
compared with the CTL group (p-value 0.0009; Figure 2A).
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Then, we analyzed the beta diversity, which provides a way to compare the diversity
or composition between two samples or microbial communities. This analysis was
performed using the phyloseq package [35]. Principal coordinate analysis (PCoA)
based on the Bray— Curtis distance parameter showed the essential difference
between the PZOL group and the CTL group. A p-value for each comparison
was obtained from PERMANOVA and considered significant at p-value < 0.05.
(PERMANOVA F-value: 31.518; R-squared: 0.69243; p-value < 0.001; Figure 2B).
In hierarchical cluster analysis, each sample begins as a separate cluster and
the algorithm proceeds to combine them until all samples belong to one cluster. The
hierarchical cluster analysis at the genus level was based on Bray—Curtis
metrics and Ward’s linkage (clustering to minimize the sum of squares of any
two clusters). The sample hierarchical cluster analysis (dendrogram and
heatmap) showed that the PZOL group and CTL group belonged to two clusters
(Figure 2C,D).
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Figure 1. Effect of pantoprazole treatment. (A) Body weight (CTL: n = 8 and PZOL: n = 12); (B) GTT curve and AUC (CTL:
n = 8 and PZOL: n = 8); (C) fasting blood glucose (CTL: n = 8 and PZOL: n = 8); (D) blood glucose 120 min after glucose
injection (CTL: n = 8 and PZOL: n = 8); (E) kITT, from CTLand PZOL-treated mice (CTL: n = 8 and PZOL: n = 11). Data are
expressed as mean % standard deviation and f-test statistical comparisons.

The taxonomic composition at the phylum and genus level can be viewed at the
individual-sample level (Figure 3A,B). LDA Effect Size (LEfSe) was used for the
biomarker discovery and explanation of high-dimensional metagenomic data. It
incorporated sta- tistical significance with biological consistency (effect size)
estimation. It performed a non-parametric factorial Kruskal-Wallis (KW) sum-
rank test, and the default was an ad- justed p-value cutoff = 0.05. The LEfSe
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analysis confirmed the differences between the PZOL and CTL group and identified
a total of three phyla enriched in the PZOL group (Firmi- cutes, Tenericutes and
Proteobacteria) and just one phylum in the CTL group (Bacteroidetes)

(Figure 3C). At the genus level, there were five genera enriched in the CTL group (Clostrid- ium, Sutterella,
Candidatus_Arthromitus, Bacteroides and Parabacteroides) and six genera in thePZOL group (Bifidobacterium,
Bilophila, Anaeroplasma, Oscillospira, Helicobacter and Odorib- acter). (Figure 3D). BioProject accession
number PRINA751763 (www.nchi.nlm.nih.gov (accessed on 3 August 2021)).
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Figure 2. Community profiling and clustering analysis. (A) Alpha diversity measure using Shan- non diversity index at genus
level represented as boxplot. Each boxplot represents the diversity distribution of a group (p-value: 0.0009— Mann—
Whitney); (B) beta diversity. Principal coordinate analysis (PCoA): comparison of between-community diversity based on
Bray—Curtis distance param- eter. p-value for each comparison was obtained from PERMANOVA and considered significant
at p-value < 0.05. [PERMANOVA] F-value: 31.518; R-squared: 0.69243; p-value < 0.001; (C,D) hierarchi- cal cluster analysis:
each sample begins as a separate cluster and the algorithm proceeds to combine them until all samples belong to one
cluster; (C) dendrogram; and (D) heatmap. (n = 8 animals per group).
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Figure 3. Taxonomic composition of community and LEfSe at phyla or genus level. Taxonomic composition of community
through direct quantitative comparison of abundances of phyla (A) and genus (B) using stacked bar plot at individual
sample level. LDA Effect Size (LEfSe) for phyla (C) and genus (D). LDA was used for biomarker discoveryand explanation
of high-dimensional metagenomic data. It incorporates statistical significance with biological consistency (effect size)

estimation. The default was adjusted p-value cutoff = 0.05. (n = 8 animals per group).

2.3 Pantoprazole-Induced Alterations in mRNA and Proteins of the Epithelial Barrier Integrity in Ileum but

Not in Colon

Previous data showed that the modulation of microbiota can induce alterations in

epithelial barrier integrity, which in most cases is accompanied by an increase in

circulating LPS. Since LPS from microbiota reach the liver through the portal vein

before reaching peripheral circulation, we determined LPS levels in the portal veins

and peripheral veins of the CTL and PZOL groups. The results showed that LPS was
higher in the PZOL group in both the portal (CTL: 0.5875 £ 0.0665 and PZOL: 0.725
+0.1128; p-value 0.05) and cava (CTL: 0.5575 + 0.1444 and PZOL: 0.7331 £0.1161;

p-value 0.0034) veins, suggesting that this bacterial lipid translocates the intestinal

epithelial barrier (Figure 4A,B).
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We next investigated the effect of pantoprazole on the proteins of the intestinal
epithelium barrier in the ileum and colon. The results showed that 60 days of treatment
with pantoprazole induced a reduction in tight junction proteins claudin (CTL: 0.9375 +
0.3377 and PZOL: 0.4712 £+ 0.1813 p-value 0.0040), occludin (CTL:

0.4325 + 0.4444 and PZOL: 0.1 + 0.0886; p-value 0.1927) and ZO-1 (CTL: 1 +
0.2084 and PZOL: 0.001 + 0.0008; p < 0.0001) in the ileum (Figure 4C,D). Moreover,
the adherens junctions E-cadherin (CTL: 1 £ 0.5660 and PZOL: 0.0582 + 0.1145; p-
value 0.0286) and beta-catenin (CTL: 1.01 £0.2940 and PZOL: 0.4325 + 0.0386; p-
value 0.0080) were also decreased in ileum (Figure 4C,D). Analyzing these proteins
in the colon, we observed similar levels between the groups claudin (CTL: 1.3225 +
0.2315 and PZOL: 1.0675 £ 0.2519 p-value 0.1867), occludin (CTL: 1.02 + 0.2284

and PZOL: 0.87 + 0.0920; p-value 0.2689) and ZO-1 (CTL: 1.0125 + 0.3531 and

PZOL: Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13766 6 of 18 1.125 + 0.4313; p-value 0.7005), E-

cadherin (CTL: 0.975 *+ 0.4260 and PZOL: 0.9875 + 0.4761; p-value 0.9701) and

beta-catenin (CTL: 0.9925 + 0.1635 and PZOL: 0.9775 % 0.3995; p-value 0.9469)

(Figure 5A,B). and PZOL: 0.4712 £+ 0.1813 p-value 0.0040), occludin (CTL: 0.4325 +
0.4444 and PZOL: 0.1 + 0.0886; p-value 0.1927) and ZO-1 (CTL: 1 + 0.2084 and

PZOL: 0.001 +0.0008; p < 0.0001) in the ileum (Figure 4C,D). Moreover, the adherens
junctions E-cadherin (CTL: 1 £0.5660 and PZOL: 0.0582 + 0.1145; p-value

0.0286) and beta-catenin (CTL: 1.01 +0.2940 and PZOL: 0.4325 *+ 0.0386; p-value
0.0080) were also decreased in ileum (Figure 4C,D). Analyzing these proteins in the
colon, we observed similar levels between the groups claudin (CTL: 1.3225 + 0.2315
and PZOL: 1.0675 £ 0.2519 p-value 0.1867), occludin (CTL: 1.02 + 0.2284 and

PZOL: 0.87 £ 0.0920; p-value 0.2689) and ZO-1 (CTL: 1.0125 + 0.3531 and PZOL:

1.125 +0.4313; p-value 0.7005), E-cadherin (CTL: 0.975 +0.4260 and PZOL: 0.9875

+0.4761; pvalue 0.9701) and beta-catenin (CTL: 0.9925 +0.1635 and PZOL: 0.9775

+0.3995; p-value 0.9469) (Figure 5A,B).



a7

(A) Portal Vein LPS (B) Cava Vein LPS
1.01 0.0507 1.0 0.0034
0.8 0.8

2y 2
S £ 0.6
= 0.6 £o.
o o}
o 0.4 o 0.44
o %
0.2 0.2
0.0- 0.0-

cTL PZOL ' CTL PZOL

D = CTL = PZOL
(C) CTL PZOL ( ) 2.0+ 00024  0.0077 0.0205  0.0231 0.0050
L ]
Claudin r-_- — | é 0 1.54 o * o .
Occludin [we & - | 85
a
o1 [ | u’jgﬂ)'
E-Cadherin [~ et | '5 '§
oL
p-Catenin | | IR @™ 059
]
B g ey —
0.0-

Claudin  Occludin  ZO-1 E-cadherin B-catenin

Figure 4. Pantoprazole induced alterations in epithelial barrier integrity inileum. (A) LPS levels in portal vein (CTL:
n=4and PZOL: n =8)and (B) cava vein (CTL: 7 = 12 and PZOL: n = 12); (C) tissue levels of tight junction proteins (claudin,
occludin and Z0-1), and adherens junction proteins (e-cadherin and beta-catenin) and (D) quantification of the Western
blots (CTL: n = 4 and PZOL: n = 4). Data are expressed as mean % standard deviation and t-test statistical comparisons.

( A) (B ) Colon
CTL PZOL 20 Wcn W rzoL
iy paww  omes oot psdeg
Claudin l = | S__ 1 * . : Z
Occludin [ W WS S S - - 25
Q.
o [NEANEEEE & 05
=
E-Cadherin | : g p— | %g
3 e 0.5
B-Catenin | |
a-tubulin |_ - ——— - -|
0.0

Claudin Occludin Z041 E-Cadherin p-Catein

Figure 5. Pantoprazole does not induce alterations in epithelial barrier integrity in colon. (A) Tissue levels of tight junction
proteins (claudin, occludin and ZO-1), and tissue levels of adherens junction proteins (e-cadherin and beta- catenin); (B)
quantification of the Western blots (1 = 4 to 8 animals per group). Data are expressed as mean £ standard deviation and

t-test statistical comparisons.



48

The reduction in protein levels may be a consequence of reduced protein synthesis
and/or increased protein degradation. We then investigated the expression of mMRNA
of the proteins of the intestinal epithelial barrier in the ileum. The results showed that
there was a decrease in OCLN mRNA (CTL: 0.05216 + 0.002065 and PZOL: 0.0150

+ 0.0070; pvalue 0.0043; Figure 6A) and TJP2 mRNA (CTL: 0.0146 £ 0.0020 and

PZOL: 0.0091 £ 0.0023; p-value 0.0260; Figure 6B), but no change in CLDN1 mRNA
(CTL: 0.0001524 + 0.0001118 and PZOL:00002318+00001475;p

value04762;Figure6C)andanincreaseinTJP1. The reduction in protein levels may be
a consequence of reduced protein synthesis and/or increased protein degradation. We
then investigated the expression of mMRNA of the Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13766 7 of
18 proteins of the intestinal epithelial barrier in the ileum. The results showedthat there
was a decrease in OCLN mRNA (CTL: 0.05216 +0.002065 and PZOL: 0.0150 +0.0070;
p-value 0.0043; Figure 6A) and TIP2 mRNA (CTL: 0.0146 + 0.0020

and PZOL: 0.0091 *+ 0.0023; p-value 0.0260; Figure 6B), but no change in CLDN1
MRNA (CTL: 0.0001524 + 0.0001118 and PZOL: 0.0002318 + 0.0001475; p-value

0.4762; Figure 6C) and an increase in TJP1 mRNA (CTL: 0.02272 +£0.0096 and PZOL.:
0.0512 + 0.01425; p-value 0.0152; Figure 6D). In addition, there was a decrease Iin
Agp3 mMRNA expression (CTL: 0.0052 £ 0.0024 and PZOL: 0.0011 + 0.0011; p-value
0.0043; Figure 6E) and GLP2R mRNA (CTL: 0.0004 + 0.0001 and

PZOL: 0.0001 + 3.953 x 10-5 ; p-value 0.0173; Figure 6F).

Alcian blue (AB) staining was used to visualize the total (neutral and acid) mucins in
the ileum. A lower protein level of mucin was found in the ileum in the PZOL group
compared to the CTL group, with the differences being statistically significant (CTL:
15,835 + 2984 and PZOL.: 8609 + 2327; p-value 0.0027) (Figure 7). Our data suggest

that animals treated with pantoprazole for 60 days had altered
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Figure 6. Pantoprazole induced alterations in mRNA of proteins from the epithelial barrier in ileum. mRNA levels
of tight junction proteins (A) occludin (CTL: n = 6 and PZOL: n = 6), (B) ZO-2 (CTL: n = 4 and PZOL: n = 4), (C)
claudin (CTL: n = 6 and PZOL: n = 4), (D) ZO-1 (CTL: n = 6 and PZOL: n = 6), (E) aquaporin 3 (CTL: n = 6 and
PZOL:n=6), (F) GLP2R (CTL: n=6 and PZOL: n =5). Mean % standard deviation and t-test statistical comparisons.
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Figure 7. Pantoprazole induced loss of intestinal barrier functions. (A) Representative alcian blue(pH 2.5) stained
section in the ileum: CTL and PZOL groups; (B) AB quantification graph of CTL and PZOL groups expressed as mean
+ standard deviation f-test statistical comparisons. Images obtained with 20X objective. (1 = 5 animals per group).

In preliminary experiments, we investigated the effect of 30 days of pantoprazole onmicrobiota modulation and
on intestinal permeability (Supplemental Figure S1A-C). The results showed that 30 days of pantoprazole did

not change microbiota composition nor change proteins’ levels of mucin (Supplemental Figure S1D,E).

2.3 Pantoprazole-Induced Liver Fibrosis and Inflammation

Next, we analyzed the effect of pantoprazole treatment in the liver of mice. The
morphological analysis of the liver tissue via hematoxylin and eosin staining (Figure
8A) suggests that animals treated with pantoprazole for 60 days might have had
microvesicular steatosis, but it is difficult to confirm with this staining. In order to confirm
this finding, the hepatic content of neutral lipids was evaluated through Oil- Red-O
(ORO) staining (Figure 8B). Our data revealed that the hepatic content of neutral lipids
in the PZOL group was 60% higher than in the CTL group (CTL:679,600 * 99,270
and PZOL: 1,088,000 + 147,100; p-value 0.0382; Figure 8C).

Furthermore, the analysis of collagen content in liver tissue (Figure 8D) showed that
animals treated with pantoprazole for 60 days showed higher collagen labeling than
animals in the respective control group (CTL: 5.082 + 0.3889 and PZOL: 9.417 +
0.3789; p-value < 0.0001; Figure 8E). Liver triglycerides (TG) contents in the PZOL
group were increased compared to those in the CTL group (CTL: 7.14 + 0.6351 and
PZOL: 9.336 + 1.731; p-value < 0.0159 Figure 8F). The evaluation of liver enzymes
showed elevated serum values of ALT (CTL: 10.73 £2.0400 and PZOL: 13.32 + 2.166;
pvalue < 0.0287 Figure 8G) but not AST (CTL: 18.62 + 5.376 and PZOL.:
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17.98 + 4.892; p-value < 0.8049 Figure 8H) in the PZOL group compared with the
control group. Figure 7. Pantoprazole induced loss of intestinal barrier functions. (A)
Representative alcian blue (pH 2.5) stained section in the ileum: CTL and PZOL
groups; (B) AB quantification graph of CTL and PZOL groups expressed as mean *
standard deviation t-test statistical comparisons. Images obtained with 20x objective.
(n = 5 animals per group). In preliminary experiments, we investigated the effect of
30 days of pantoprazole on microbiota modulation and on intestinal permeability
(Supplemental Figure S1A-C). The results showed that 30 days of pantoprazole did
not change microbiota composition nor change proteins’ levels of mucin (Supplemental
Figure S1D,E). 2.4. Pantoprazole-Induced Liver Fibrosis and Inflammation Next, we
analyzed the effect of pantoprazole treatment in the liver of mice. The morphological
analysis of the liver tissue via hematoxylin and eosin staining (Figure 8A) suggests that
animals treated with pantoprazole for 60 days might have had microvesicular steatosis,
but it is difficult to confirm with this staining. In order to confirm this finding, the hepatic
content of neutral lipids was evaluated through Oil-Red-O (ORO) staining (Figure 8B).
Our data revealed that the hepatic content of neutral lipids in the PZOL group was 60%
higher than in the CTL group (CTL: 679,600 + 99,270 and PZOL: 1,088,000 + 147,100;
p-value 0.0382; Figure 8C). Furthermore, the analysis of collagen content in liver tissue
(Figure 8D) showed that animals treated with pantoprazole for 60 days showed higher
collagen labeling than animals in the respective control group (CTL: 5.082 + 0.3889
and PZOL: 9.417 +0.3789; p-value < 0.0001; Figure 8E). Liver triglycerides (TG)
contents in the PZOL group were increasedcompared to those in the CTL group (CTL:
7.14 £ 0.6351 and PZOL.: 9.336 + 1.731; p-value < 0.0159 Figure 8F). The evaluation
of liver enzymes showed elevated serum values of ALT (CTL: 10.73 £ 2.0400 and
PZOL: 13.32 + 2.166; p-value < 0.0287 Figure 8G) but not AST (CTL: 18.62 + 5.376
and PZOL:

17.98 + 4.892; p-value < 0.8049 Figure 8H) in the PZOL group compared with the
control group.

The increase in systemic LPS in pantoprazole-treated mice might be responsible for
the increase in liver inflammation and/or fibrosis. LPS is the ligand of TLR4, and thus,
we decided to analyze the TLR4 signaling and inflammatory pathway. We performed
TLR4, MYD88 and IRF3 gene expression analysis, and the results showed that the
PZOL group had a clear increase in the expression of these three genes, compared
to the CTL group (CTL: TLR4: 0.0005 £ 0.0001 and PZOL: 0.0012 + 0.0003; p-value
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0.0079; MYD88: CTL: 0.0003 £ 8.785 x 10-5 and PZOL: 0.0005 + 0.0001; p-value
0.0152; IRF3: CTL: 8.674 x 10-5 + 6.518 x 10-5 and PZOL: 0.0004 + 0.0003; p-
value 0.0079; Figure 9A—C). Moreover, we also investigated the protein levels of TLR4,
MyD88 and downstream signaling JNK phosphorylation. Pantoprazole-treated mice
had increased TLR4 (CTL: 1.004 £ 0.1376 and PZOL: 1.34 £ 0.1557; p-value 0.0178)
and MyD88 (CTL: 1.007 + 0.046 and PZOL: 1.237 + 0.162 p-value 0.0228)

protein expression (Figure 9D) and increased JNK Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13766 9
of 18 (pJNK/INK: CTL: 1.017 + 0.0635 and PZOL: 1.422 + 0.3303; p-value < 0.049)
phosphorylation (Figure 9E). Furthermore, we observed an increase in TGF@ (CTL:
1.017 £0.2817 and PZOL: 2.122 + 0.452; p-value < 0.0092) and in its receptor (TGFBR:
CTL: 0.9889 + 0.1281 and PZOL: 1.896 + 0.5311; p-value 0.020) in pantoprazole-
treated mice (Figure 9E).
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Figure 8. Pantoprazole induced liver inflammation and fibrosis. (A) Representative HE images: CTL and PZOL groups;
(B) representative ORO images: CTL and PZOL groups; (C) ORO quantification graph of CTL (n =9) and PZOL (n = 10);
(D) representative PS images; (E) PS quantification graph of CTL (1 = 5) and PZOL (1 = 5) groups. Images obtained with 20 X
objective. (F) Liver TG quantification graph of CTL (1 = 4) and PZOL (n = 4) groups. (G,H) Serum ALT and AST quantification
graph of CTL (1 = 7) and PZOL groups (1 = 9). Mean % standard deviation and t-test statistical comparisons.
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3. Discussion

The present study demonstrated that chronic treatment with PPIs induces clear
changes in intestinal microbiota and the intestinal barrier. Additionally, the
impairment on intestinal barrier integrity was associated with an increase in LPS
circulating levels, which activates a hepatic signaling cascade in the liver,
accompanied by an increase in liver microvesicular steatosis and fibrosis. Our
data are in accordance with Takashima et al., who demonstrated that PPIs
enhance intestinal permeability, associated with changes in microbiota
composition [36]. However, in our study, we went further and investigated the
implications of these changes in intestinal permeability and dysbiosis on hepatic
injury.

The microbiota composition in the gastric fluid of PPI-treated animals andhumans
showed an increase in microbial diversity [14,22,37,38]. Our results
demonstrated an increase in alpha diversity in the feces of mice after 60 days
of PPI treatment. This is an expected result since the main action of PPIs is to
reduce gastric acid secretion, inducing an increase in gastric pH. In somestudies,
microbiota composition in the feces was also investigated, and although not
uniformly observed, most studies showed that the chronic use of PPIs modulates
microbiota diversity and the abundance of commensals in the colon [14,22,37—
39].

The changes in microbiota induced by pantoprazole were dramatic, starting at the
phy- lum level with an increase in the abundance of Firmicutes and Proteobacteria,
a reduction in the Bacteriodetes and significant increase in the
Firmicutes/Bacteroidetes ratio, which is a marker of inflammatory processes [23]. The
alteration of the Proteobacteria phylum was marked by the increase in bacteria of the
Bilophila and Helicobacter genus. The Bilophila genus have already been described
in association with the loss of intestinal barrier function, inflammation, alterations in
glucose metabolism and hepatic steatosis [39]. Helicobacter can indirectly induce
insulin resistance (IR) and NAFLD by generating chronic inflammation or directly by
activating signaling pathways [40].
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Helicobacter pylori (H. pylori) is strictly dependent on intragastric pH since it enters
the replicative phase at pH 6—7, and at pH 3-6, it transforms into its coccoid form,
which is resistant to antibiotics [41]. In this way, previous to the use of antibiotics
to treat H. Pylori, it is recommended to treated patients with PPIs in order to
change H pylori form from the resistant to the replication phase, in which itis more
susceptible to the action ofthe antibiotic.

It is important to emphasize that these changes in microbiota were accompanied by
an increase in circulating levels of LPS. Firmicutes and Proteobacteria are two main
phyla that have LPS in plasma membrane, and these two phyla were increased in
PPI-treated mice.

Although LPS has a role in the development of insulin resistance (IR), this
hormonal resistance has more complex mechanisms, which are not limited to
modulations of mi- crobiota [29-31]. Although pantoprazole induced marked
changes in microbiota and in portal and cava LPS levels, we did not observe
systemic IR. On the other hand, there was an improvement in insulin sensitivity
associated with a reduction in fasting glucose levels. These improvements in
insulin sensitivity and in glucose metabolism have also been described in type 2
diabetic patients using PPIs [39]. Although we did not investigate the molecular
mechanism for this improvement in insulin sensitivity, previous data showed that
the increase in gastrin levels induced by PPIs possibly acts as an incretin mimetic,
improving insulin secretion and glucose metabolism [42—44].

Previous data showed that under normal conditions, gastric acid acts as a kind
of barrier, impairing the progression down to the lower Gl tract of bacteria not
well-adapted to low pH [37]. Treatment with PPIs removes this barrier, allowing
colonization by these bacteria, which can also influence the ecological equilibrium
of the microbiota in the lower GI tract. Another mechanism by which PPIs can
alter microbiota is through a direct antimicrobial effect of PPIs, acting in ATPases
of bacteria, which are very similar to the human H+/K+ ATPase targeted by PPIs
[45]. However, since we only observed changes in microbiota after 60 days of
PPls, we can suggest that the changes in pH might have the main role in the
modulation of microbiota.

PPIs induce a clear alteration in the epithelial intestinal barrier, characterized by
a decrease in tight junction proteins, also associated with a decrease in adherents’

proteins. The decrease in tight junction proteins such as occludin may be a
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consequence of reduced synthesis. However, ZO-1 protein reduction certainly is
independent of mMRNA, which was increased, probably trying to compensate the
reduction in protein tissue levels. In parallel, there was also a decrease in the
MRNA of aquaporin 3 and of the receptor of GLP2, which are also important for
the integrity of the intestinal barrier [46—48].

The alterations in the intestinal barrier have consequences in liver lipid storage and
inflammation. Our data showed that the use of PPIs for 60 days can mildly increase the
accumulation of TG in liver and also the serum values of ALT. PPI induced
microvesicular steatosis, which might be a more severe form of steatosis [49]. In
accordance, there was also an increase in markers of liver fibrosis [50]. Previous data
showed that dysbiosis in the gut could influence liver fibrosis [50-52] throughthe
translocation of bacteria and/or their products across the intestinal barrier. In this
regard, the increase in circulating levels of LPS in the portal vein probably contributed
to the increased fibrosis. LPS binds to TLR4 in the liver and induces signalingpathways
characterized by an increase in IKKB/NFkB [53] and JNK activation. Our data showing an
increase in the phosphorylation of these two serine kinases indicates an increase in
LPS signaling in the liver of PPI-treated mice. Previous data showed that the blockade
of TLR4 signaling or the use of antibiotics that reduce the microbiotaimproves
experimental liver fibrosis [51]. It is important to mention that TLR4 signalingto the
nucleus uses NFkB through IKK(, AP-1 through JNK and IRF3directly, and these three
pathways were activated in the livers of PPI-treated mice [53].

TLR4 is expressed in different cells in the liver, including hepatocytes, hepatic stellate
cells (HSCs), and Kupffer cells. In HSCs, TLR4 can activate a fibrogenic phenotype,
producing chemokines and adhesion molecules that recruit Kupffer cells [31,51,52].
The Kupffer cells increase TGF[3 production, which will activate fibrogenesis. Our data
show that this mechanism is probably operating in the liver of pantoprazole- treated
mice because, in addition to the activation of downstream TLR4 signaling, we also
observed an increase in TGFf tissue levels in these mice.

Different from our data, a previous report by Lu et al. showed that pantoprazole
improved liver fibrosis and suppressed hepatic stellate cell activation in mice. In
addition, they also showed in cells that PPIs can downregulate hepatic fibrogenic gene
expression via YAP (Yes-associated protein). However, it is important to mention that

there are clear methodological differences between our data and this
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study that can explain the discrepancy in the results. First, in their study, Lu et al. used
PPIs for fourteen days in mice, which is probably not sufficient to inducechanges in
intestinal microbiota and/or in intestinal permeability. The model theyused of hepatic
injury is completely different from ours, and some of their results are obtained in cell
culture. In preliminary experiments, we showed that 30 days of PPIs was not able to
change microbiota or intestinal permeability. This explains why we used PPI for 60
days. In this regard, we can suggest that although PPIs for short periods or in vitro can
have protective effects on hepatic fibrosis, long-term PPI use can induce dysbiosis,
change intestinal permeability and induce hepatic steatosis andfibrosis.

Our data showing that the long-term use of PPIs can alter microbiota and intestinal
permeability and contribute to induce microvesicular steatosis and fibrosis are
important as an initial model for the study of these interactions in vivo. However, it is
important that future studies also investigate the effects of long-term PPIs on animal
models of heartburn or GERD.

In summary, our data showed that chronic treatment with pantoprazole induced the
modulation of microbiota which was not associated with IR. However, the alteration in
intestinal permeability, associated with the increase in circulating levels of LPS, TLR4
downstream signaling and TGFB, may have an important role in the increased
microvesicular steatosis and fibrosis. Finally, this model of PPI-induced changes s in

microbiota might be useful to investigate liver microvesicular steatosis and fibrosis.
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4. Materials and Methods

4.1 Animal Characterization

All animal handling and experiments were performed following the National Institute
of Health guidelines for the use of experimental animals and were approved by the
Care of Animals and Ethical Committee for Animal Research of the State University

of Campinas.

(CEUA Protocol 4924-1/2018). To carry out the study, male C57BL/6J mice were
provided by the Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory
Animal Science— University of Campinas (Campinas,SP, Brazil). Mice were kept in
the animal facility with a constant light/dark cycle (12 h/12 h), room temperature (22
C) and humidity, and they received standard rodent chow (3.39 kcal/g; Nuvilab CR-
1, Nuvital Quimtia, (Colombo, PR, Brazil) and water ad libitum. After 1 week of
acclimation, 8-12-week-old mice were randomly divided into two experimental
groups. Control mice (CTL, n = 8) were fed with standard rodent chow and had free
access to drinking water and supplement with vehicle by gavage three times a week.
Pantoprazole-treated mice (PZOL, n = 8) were fed with standard rodent chowand free
access to water and supplement with a dose of 150 mg/kg of pantoprazoleby gavage

three times a week, on Mondays, Wednesdays and Fridays.

4.2. Glucose and Insulin Tolerance Test

For the GTT, mice were fasted overnight and received an intraperitoneal (IP)injection
of glucose (1 g/kg). Blood samples were collected from the tail, and the glucose level
was determined using a glucose monitor (Glucometer; Bayer, Tarrytown, NY, USA)
immediately before IP injection and after 30, 60, 90 and 120 min. For the ITT, mice
fasted for six hours received an IP injection of insulin (1.5 1U/kg). Blood samples were
collected from the tail, and glucose was measured with a glucometer immediately
before IP injection and after 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min. Insulin tolerance was
assessed by glucose clearance over the initial minutes of the insulin challenge and

through the rate constant for plasma glucose disappearance (Kitt) [54].
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4.3. Serum Dosage of LPS

Serum samples were obtained from the cava vein and portal vein and diluted to 20%
(vol./vol.) with endotoxin-free water and then heated at 70 C for 10 min to
inactivate serum proteins. Then, LPS was quantified using a commercial Limulus
Amebocyte Assay kit (Cambrex, Walkersville, MD, USA) according to the
manufacturer’s protocol, as previously described [55].

4.4. TG, ALT, and AST

Determination Liver samples were subjected to lipid extraction as previously
described [56,57]. Briefly, the samples were homogenized in a solution containing
chloroform and methanol using the BeadBlaster 24 microtube homogenizer
(Benchmark Scientific, Inc., Sayreville, NJ, USA) and gently shook overnight at 4
C. After the incubation, the samples were added with 0.6% NaCl solution and
centrifuged (4000x g for 20 min at 4 C) for removal of the organic layer. The
organic fraction was dried at room temperature, reconstituted in 100 pL of
isopropanol and used for triglycerides’ (TGs’) quantification with an
enzymatic/colorimetric kit (LABORLAB, Sao Paulo, SP, Brazil). Serum alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were measured with
the kinetic UV method using the ALT (GPT) or AST (GOT) Liquid Stable Reagent
according to the manufacturer’s specifications (LABORLAB, Sao Paulo, SP, Brazil).

4.5. Tissue Extraction for Immunoblotting

Mice were fasted for 6 h before procedures. Mice were anesthetized with an
intraperitoneal administration of ketamine (100 mg/kg) and xylazine hydrochloride (10
mg/kg), and after the loss of foot, tail and corneal reflexes, they were utilized. Liver
and intestine fragments (~100 mg) were collected and homogenized in extraction
buffer (10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L Tris (pH 7.4), containing 100 mmol/L sodium
pyrophosphate, 100 mmol/L sodium fluoride, 10 mmol/L sodium vanadate, 2 mmol/L
PMSF and 0.1 mg of aprotinin/mL, 1% Triton-X 100). Samples
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were centrifuged at 11,000 rpm and 4 C, and the supernatants were used. The
samples were subjected to electrophoresis and Western blotting. The primary
antibodies used were anti-phospho-JNK (sc-6254 Santa Cruz), anti- Int. J. Mol. Sci.
2022, 23, 13766 14 of 18 phospho-lkBa (sc-7977 Santa Cruz), anti-JNK (sc-1648
Santa Cruz), anti-TGFf (ab92486 Abcam), anti-TGF3 Receptor (ab31013 Abcam),
anti-TLR4 (ab22048 Abcam), anti-Myd88 (sc-11356 Santa Cruz), anti-ZO-1 (61- 7300
Thermo Fisher), anti-Occludin (71-1500 Thermo Fisher), anti-Claudin 1 (#13995 Cell
Signalling), anti-E-cadherin (sc-7870 Santa Cruz), antiBeta catenin (sc-1496 Santa
Cruz), anti-a-tubulin (#2144 Cell Signalling) and anti-B-actin (#4967CellSignalling) at
1:1000 dilution. The secondary antibody (Thermo Scientific)linked to aperoxidase
molecule, at 1:10,000 dilution, reacted with the chemiluminescence solution
(ClarityTM Western ECL substrate kit, BioRad ©), and the membranes were
developed in photodocumentation (Gel Doc ™ XR, BioRad

©), generating digital files. Later, images were analyzed using the ImagelLab software
(v.5.2.1 build 11, BioRad © Laboratories).

4.6. Histology and Morphometric

Analysis Liver fragments were fixed at room temperature by immersion in 4%
formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, dehydrated, bleached and
embedded in paraffin [58]. Five micrometer sections were stained with hematoxylin
and eosin to analyze the liver morphology or Picro Sirus red (PS) solution to assess
the presence or absence of liver fibrosis through the quantification of the interstitial
collagen content. The interstitial collagen area was determined for the entire PS-
stained liver section by using digitized images captured using the Axio Scope Al
microscope with an Axio Cam MRc digital camera (Carls Zeiss, Oberkochen,
Germany) and the Axio Vision Release 4.8.2 software. Colored images were
converted to 8 bit, and a default B&W was set. Since we assumed a constant
background signal (threshold) for all images, the percentage of positive area for the
PS staining of each field was recorded. On average, 15 fields were analyzed for
animals under a 20x objective. Liver sections for neutral lipid staining with ORO were
obtained and processed based on previous studies [59,60]. Briefly, liver fragments
were embedded in Tissue-Tek O.C.T. compound and immediately frozenin n-hexane

with liquid nitrogen (N2). Fifteen micrometer serial cryostat sections
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were mounted onto aminopropyltriethoxysilane-coated glass slides. Three sections
from different parts of the samples (200 um apart) were disposed per slide, and two
slides per animal were analyzed. Liver sections were incubated with ORO for 10 min
at room temperature and then rinsed with tap water for 30 min. After rinsing, a water-
soluble mounting medium was used prior to observation via microscopy. Fourdifferent
fields of each section were acquired with an Olympus BX51TF microscope equipped
with a digital camera (DP72, Olympus, Tokyo, Japan) under a 20x objective. Colored
images were converted to 8 bit. Thereafter, a default red wasset, and the threshold
was adjusted to evaluate the optical density of the positive areafor ORO staining of
each field. An individual background signal was assumed for each image. All
histological analyses were performed using the ImageJ software (version 1.53e). The
ileum was collected from animals, and this intestinal segment was cleaned and
longitudinally opened with the luminal side facing upward. Gently and slowly, the
ileum was wrapped around the toothpick to form a Swiss roll. Once the entire length
of the ileum was rolled, we placed it into a tissue cassette andfixed it at room
temperature by immersion in 4% formaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4,
dehydrated, bleached and embedded in paraffin [61]. In each cassette,we had an
ileum Swiss roll from three different mice. Five micrometer sections werestained with
alcian blue pH2.5 (AB) to stain the mucus. Digitalized images were captured using
the Axio Scope Al microscope with an Axio Cam MRc digital camera(Carls Zeiss,
Oberkochen, Germany) and the Axio Vision Release

4.8.2 software. Colored images were converted to 8 bit, and a default B&W was set.
The percent of mucus-stain-positive area per microvilli area was measured. All

histological analyses were performed using the ImageJ software (version 1.53e).

4.7. Microbiota Analysis

Fecal samples were collected directly from the rectal ampulla after (n = 8) the
treatment period and were stored at -80 C until the analysis. Samples were
collected, stored and processed in a controlled environment to minimize the risk of
contamination. The genomic Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 13766 15 of 18 DNA from 200
mg of stool was extracted using the QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). A negative control (water from QlAamp DNA Stool Mini Kit) was used from

an extraction step to the final sequencing, and a mock microbial DNA
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community standard was used as a positive control (ZymoBIOMICS Irvine, CA, USA).
For each sample, the V3-V4 hyper-variable region of the bacterial 16S rRNAgene
was amplified followed by lllumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation
guide [62]. The taxonomic composition of the bacterial communitieswas obtained by
analyzing the V3-V4 region of the 16S rRNA gene using the lllumina® MiSeq
platform. The constructions of the DNA sequencing libraries were performed
according to the manufacturer’s instructions (lllumina, San Diego, CA, USA) [62] and
followed the same flow described by Caporaso et al. (2012) [63].The fastq sequences
were analyzed using the Illlumina 16S Metagenomics software which performs the
taxonomic classification of the V3—-V4 region of the 16S rRNA gene using the DADA2
database (accessed on June 2020) [64]. Paired abundanceanalyses were performed
using the IBM SPSS® 20.0 software (Wilcoxon Signed Ranks Test). The analysis of
alpha and beta diversity was performed using the MicrobiomeAnalyst [65,66]. The

graphs were generated using GraphPad Prism 7.0.
4.8. gPCR

Total RNA was obtained from the ileum, colon, and liver from both groups of mice
using RNeasy Mini Kit from Qiagen as described in the manufacturer’s protocol (
Qiagen Inc, CA, USA). For tissue samples, the first-strand cDNA was synthesized
using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit as described in the
manufacturer’s protocol (Applied Biosystem, CA, USA). TagMan and Quant Studio
6 Flex Real-Time PCR System and Data Assist™ software Applied Biosystems, CA,
USA) were used to get the relative expression levels of the genes: Ocln
MmO00500912_m1; Tjp2 MmO00495620 _m1; Cldnl MmO00516701_m1; Tjpl
MmO00493699 _m1; Agp3 Mm01208560 m1; Glpr2 Mm01329475 m1l. SybrGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystem, CA, USA) was used to get the relative
expression levels of the genes: 150 nM of TIr4 (Fw: 50 -GGCCATTGCTGCCAACAT
-30; Rv: 50 - CAACAATCACCTTTCGGCTTTT -30),

150 nM of MyD88 forward and reverse  primers  (Fw: 5'-
TCGATGCCTTCATCTGCTATTG -30 ; Rv: 50 - GGT CGGATCATCTCCTGCACAAA
-30 ) and 150 nM of Irf3 (Fw: 50 -TTCCCGGGAGGGATAAGC -30 ; Rv: 50 -
GGGCAGAGCGGAAATTCC -30) [53]. Gapdh and B2m expression were used as
endogenous control, and samples from control mice were used as calibrators. A

negative “No Template Control” was also
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included for each primer pair.

4.9. Statistical Analyses

The data were expressed as means * standard deviation. For statistical analysis, the
groups were compared using Student’s t-test. The level of significance was set at p
< 0.05.
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7. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o tratamento prolongado
com IBP induz alteracdes claras na microbiota intestinal e na barreira intestinal,
associadas ao aumento nos niveis circulantes de LPS e na sinalizacao inflamatoria no
figado acompanhado também por um aumento da esteatose microvesicular hepatica
e fibrose.

Nossos dados estédo de acordo com Takashima et al., que demonstraram que
os IBPs aumentam a permeabilidade intestinal, associada a alteracfes na composicao
da microbiota. No entanto, em nosso estudo, fomos além e investigamos as
implicagbes dessas alteragdes na permeabilidade intestinal e na disbiose na leséo
hepatica.

Dados anteriores mostraram que, em condi¢cdes normais, 0 acido gastrico
atua como uma espécie de barreira, prejudicando a progresséo para o trato Gl inferior
de bactérias ndo bem adaptadas ao baixo pH. Em alguns estudos, a composi¢édo da
microbiota nas fezes também foi investigada e, embora ndo uniformemente
observada, a maioria dos estudos mostrou que o uso cronico de IBPs modula a
diversidade da microbiota e a abundancia de comensais no célon.

Nossos resultados demonstram um aumento da alpha diversidade nas
microbiota de camundongos tratados com IBP, confirmando a principal acao dos IBPs,
de supressdo de &acido gastrico. As mudancas na microbiota induzidas pelo
pantoprazol aconteceram a nivel do filo com aumento na abundancia de Firmicutes e
Proteobacteria, reducdo nos Bacteriodetes e aumento significativo na relacéo
Firmicutes/Bacteroidetes, que tem A alteracdo do filo Proteobacteria foi marcada pelo
aumento de bactérias do género Bilophila e Helicobacter. O género Bilophila ja foi
relacionado a perda da funcdo da barreira intestinal, inflamacéo, alteracdo no
metabolismo da glicose e esteatose hepatica. As alteracdes na microbiota foram
acompanhadas por aumento nos niveis circulantes de LPS. Firmicutis e Proteobacteria
sao dois filos principais que possuem LPS na membrana plasmaticae esses dois filos
foram aumentados em camundongos tratados com IBPs.

Embora o LPS tenha um papel no desenvolvimento da resisténcia a insulina

(RI), essa resisténcia hormonal tem mecanismos mais complexos, que néo se



70

limitam a modulacdes da microbiota, e mesmo que o pantoprazol tenha induzido
alteracbes marcantes na microbiota e nos niveis de LPS tanto no sangue coletado da
veia porta como no sangue coletado na veia cava, ndo observamos resisténcia
sisttmica a insulina. Por outro lado, houve melhora da sensibilidade a insulina
associada a reducédo da glicemia de jejum. Essa melhora na sensibilidade a insulina
e no metabolismo da glicose também foi descrita em pacientes diabéticos tipo 2 em
uso de IBP.

Embora ndo tenhamos investigado o mecanismo molecular para essa
melhora na sensibilidade a insulina, dados anteriores de Peng, C.C et al, demostraram
gue o aumento nos niveis de gastrina induzido por IBPs possivelmenteatua como um
mimético de incretina, melhorando a secrecao de insulina e o metabolismo da glicose.

Os IBPs induzem ainda uma clara alteracdo na barreira epitelial intestinal,
caracterizada por diminuicdo das proteinas de juncdo, associada também a
diminuicdo das proteinas aderentes. A diminuigdo das proteinas de junc¢des, como a
ocludina, pode ser consequéncia da reducdo da sintese. Entretanto, a reducédo da
proteina ZO-1 certamente independe do mMRNA, que estava aumentado,
provavelmente tentando compensar a reducdo nos niveis teciduais da proteina.Houve
ainda, diminuicdo do mRNA da aquaporina 3 e do receptor de GLP2, que também séo
importantes para a integridade da barreira intestinal.

De acordo, com os resultados também houve aumento dos marcadores de
fiborose hepética, conforme demonstrado no aumento de LPS e TGFB. Estudos
anteriores mostraram que a disbiose no intestino pode influenciar a fibrose hepatica
através da translocacédo de bactérias e/ou seus produtos através da barreira intestinal.
Nesse sentido, o aumento dos niveis circulantes de LPS na veia porta provavelmente
contribuiu para o surgimento fibrose.

As alteragbes na barreira intestinal tém consequéncias no armazenamento de
lipidos hepaticos e na inflamacao. Nossos dados mostraram que o uso de IBPs por 60
dias pode aumentar discretamente o acumulo de TG no figado e também os valores
séricos de ALT. Esteatose microvesicular induzida por PPI, que pode seruma forma
mais grave de esteatose (55). Em concordancia, houve também aumentode

marcadores de fibrose hepatica.
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Dados anteriores mostraram que a disbiose no intestino pode influenciar a
fibrose hepatica (56,57) através da translocacdo de bactérias e/ou seus produtos
através da barreira intestinal. Nesse sentido, 0 aumento dos niveis circulantes de LPS
na veia porta provavelmente contribuiu para o aumento da fibrose. O LPS liga- se ao
TLR4 no figado e induz vias de sinalizac&o caracterizadas por um aumento na ativagéo
de IKKB/NFkB (58) e JNK. Nossos dados mostrando um aumento na fosforilagdo
dessas duas serina quinases indicam um aumento na sinalizacao de LPSno figado de
camundongos tratados com IBP. Dados anteriores mostraram que o bloqueio da
sinalizagdo TLR4 ou o uso de antibioticos que reduzem a microbiota melhora a fibrose
hepética experimental (59). E importante mencionar que a sinalizacéo de TLR4 para o
nucleo usa NFkB através de IKKB, AP-1 através de JNKe IRF3 diretamente, e essas trés
vias foram ativadas no figado de camundongos tratados com IBP (58).

O TLR4 é expresso em diferentes células do figado, incluindo hepatécitos,
células estreladas hepéticas (HSCs) e células de Kupffer. Nas HSCs, o TLR4 pode
ativar um fenotipo fibrogénico, produzindo quimiocinas e moléculas de adesédo que
recrutam células de Kupffer (59). As células de Kupffer aumentam a producdo de
TGFB, que ativara a fibrogénese. Nossos dados mostram que esse mecanismo
provavelmente esta operando no figado de camundongos tratados com pantoprazol
porque, além da ativacdo da sinalizacdo de TLR4 a jusante, também observamos um
aumento nos niveis teciduais de TGF nesses camundongos.

Diferente de nossos dados, um relato anterior de Lu et al. mostraram que o
pantoprazol melhorou a fibrose hepatica e suprimiu a ativacéo das células estreladas
hepaticas em camundongos. Além disso, eles também mostraram em células que os
PPIls podem regular negativamente a expressao de genes fibrogénicos hepaticos via
YAP (proteina associada a Yes). No entanto, é importante mencionar que existem
claras diferencas metodoldgicas entre nossos dados e este estudo que podemexplicar
a discrepancia nos resultados. Primeiro, em seu estudo, Lu et al. usaram IBPs por
guatorze dias em camundongos, o que provavelmente ndo é suficientepara induzir
alteragbes na microbiota intestinal e/ou na permeabilidade intestinal. O modelo de
les&o hepatica que eles usaram é completamente diferente do nosso, e alguns de seus

resultados séo obtidos em cultura de células.
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Em experimentos preliminares, utilizamos o0 mesmo modelo animal, ondeestes

receberam a mesma dose de pantoprazol descrita neste estudo, sendo 150 mg/kg em
bebedouro e 75 mg/kg através de gavagem em dias alternados (segundas, quartas e
sextas feiras) porém o periodo de tratamento foi de 30 dias. Neste estudo o uso de
IBPs neste periodo ndo foi capaz de alterar a microbiota ou a permeabilidade
intestinal, conforme demonstrado em dados anexados para as analises alfa e beta da
microbiota e coloracdo de azul alcian para visualizacdo das mucinas no ileo. Isso
explica por que usamos IBP por 60 dias. A esse respeito, podemos sugerir que,
embora os IBPs por curtos periodos ou in vitro possam ter efeitos protetores sobre a
fibrose hepatica, o uso prolongado de IBPs pode induzir disbiose, alterar a
permeabilidade intestinal e induzir esteatose e fibrose hepéaticas.
Nossos dados demonstraram que o uso prolongado de IBPs pode alterar a microbiota
e a permeabilidade intestinal e contribuir para induzir a esteatose microvesicular e a
fibrose sdo importantes como um modelo inicial para o estudo dessas interacdes in
vivo. No entanto, € importante que estudos futuros também investiguem os efeitos de
IBPs de longo prazo em modelos animais de azia ou DRGE.

Nosso estudo possui algumas limitagées. Primeiro, um desenho cruzado néo
foi realizado porque o tempo para a microbiota se recuperar apds o tratamento com
IBP ainda é desconhecido. Em segundo lugar néo utilizamos dose-resposta para IBPs
neste estudo pois nosso objetivo era investigar o efeito de altas doses de IBPs.Como
proposta para estudos futuros, sugerimos a investigacao também dos efeitos dos IBPs
de longo prazo em modelos de azia e DRGE.

Em resumo, nossos dados mostraram que o tratamento crbnico com
pantoprazol induziu a modulacdo da microbiota que néo foi associada a RI. No
entanto, a alteracdo da permeabilidade intestinal, associada ao aumento dos niveis
circulantes de LPS, sinalizacdo downstream de TLR4 e TGFf, pode ter um papel
importante no aumento da esteatose microvesicular e fibrose. Finalmente, este
modelo de alterac¢des induzidas por IBP na microbiota pode ser util para investigar a

esteatose e fibrose microvesicular hepatica.
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8. CONCLUSAO

Os dados aqui apresentados possibilitam as seguintes conclusdes relacionadas ao

uso cronico do IBP pantoprazol:

¢ Induz disbiose intestinal acompanhada de alteracdo na barreira intestinal,
mensurada pela medida do LPS na circulacdo sanguinea e reducdo das
proteinas de jungéo e aderéncia epitelial, com manutencgéo da sensibilidade a
insulina.

e Induz esteatose hepatica microvesicular com fibrose.

Sendo assim, o presente estudo confirmou a hipétese inicial, ou seja, 0 uso crénico do
IBP induz disbiose intestinal e desenvolvimento da DHGNA. No entanto, uma limitacao
do nosso estudo é que ainda néo foi possivel confirmar se a disbiose é previaa DHGNA

ou simultanea.
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10. APENDICES

10.1 Anédlises do grupo tratado por 30 dias com pantroprazol.
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11. ANEXOS

11.1 Comité de Etica

CERTIFICADO CEUA n° 163/2021
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Efeito do inibidor de bomba de prétons Pantoprazol sobre a
microbiota intestinal e a instalacdo de doenca hepatica gordurosa néo alcodlica em camundongos.,
registrada com o n° 5762-1/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Mario José Abdalla Saad e Kelly
Cristiane Gabriel de Almeida, que envolve a producao, manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo
com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissédo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de

20/05/2021.

Finalidade:

() Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/08/2021 a 31/12/2021

Vigéncia da autorizacdo para manipulagao
animal:

20/05/2021 a 31/12/2021

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib (descricdo CEMIB)

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 35.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib (descricdo CEMIB)

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 35.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib (descricdo CEMIB)

No. de animais:

5

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 35.00 Gramas

Sexo:

5 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib (descricgo CEMIB)

No. de animais:

5

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 35.00 Gramas
Sexo: 5 Machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serdao mantidos os animais:

Unidade Multidisciplinar de Experimentacao Animal - UMEA,
FCM/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizacdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou CIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 05 de agosto de 2021.

Prof. Dr. Wagner José Favaro
Presidente

Rencho

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

do relatério final de ath

Ando &

aeste protocolo: até 30 dias apés de sua vigéncia. O

disponivel na

pégina da CEUA/UNICAM, érea

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica

Informar cédigo 37E37CEA 9A20486F 82F 19532 ESA23383



Documento assinado eletronicamente por CINTHIA BAU BETIM CAZARIN, VICE-COORDENADORA CEUA/UNICAMP,
em 05/08/2021, as 13:09 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolu¢do GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP,
em 06/08/2021, as 08:20 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: \\ ,)
37E37CEA 9A20486F 82F19532 E5A23383 %, '
.\
UNICAMP

SIGAD
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11. 2 Autorizacédo para uso do artigo

Assunto: Re: request permission ijms-1919687; doi: 10.3390/(jms232213766

Dear Dr. Saad,
Thank you very much far your kind mail. IUMS is a full open access journal. The copyright is retained by the authars.
Al articles published by MOPI are made immediately available worltwide under an open access license. This means: everyone is free to

re-use the published material if proper accreditationdcitation of the ariginal publication is given. You can view mare details via this link:
https: Awne MOApi.COMAORENACCESS

Feel free to let us know if you have any other question.

Best,
Diani



