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RESUMO

A obesidade ¢ um problema de satde pertinente na populacio brasileira atual, a
qual acarreta outros problemas de saude, como hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2,
problemas cardiovasculares e alguns tipos de cancer. A obesidade corresponde ao excesso
de gordura corporal, processo que ¢ influenciado por fatores como a composicdo da
microbiota intestinal (determinada também pela dieta que o ser humano e outros
mamiferos apresentam) e a expressao e atividade da proteina UCP-1 (Unconpling Protein
1), a qual se encontra nas mitocondrias presentes nos tecidos adiposos branco e marrom,
proteina responsavel por desencadear a cascata da termogénese, quando estimulada por
fatores térmicos, quimicos gerados por metabdlitos originados do processamento da dieta
pela microbiota intestinal. Dieta, que por sua vez, influencia a composi¢ao da microbiota
intestinal. Assim o experimento tendo como objetivo a analise da expressdo da UCP-1. A
qual foi realizada pelo método de PCR quantitativa em tempo real, a partir da comparagao
entre quatro grupos experimentais de camundongos machos da linhagem C57BL/6, livres
de patégenos, onde o grupo um foi o controle, recebeu apenas dieta normolipidica e agua
potavel filtrada como veiculo, o grupo dois recebeu dieta normolipidica, dgua potavel
filtrada e administracdo do agonista beta-3-adrenérgico, o grupo trés recebeu dieta
normolipidica, dgua potavel filtrada com antibidticos, e o grupo quatro recebeu dieta
normolipidica, d4gua potéavel filtrada com antibidticos e administragao do agonista beta-3-
adrenérgico. Ao analisar os resultados foi possivel observar o aumento da expressdo da
UCP-1 no tecido adiposo branco epididimal e inguinal, referente ao grupo dois, trés e

quatro. Mas ndo havendo contraste, diferenca significativa, no tecido adiposo marrom.

Palavras-chave: microbiota intestinal, termogénese, UCP-1, tecido adiposo branco,

tecido adiposo marrom, tecido adiposo bege e obesidade.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICROBIOTA INTESTINAL

O termo “microbiota intestinal” refere-se aos micro-organismos que residem no
intestino, sendo composta por espécies nativas que colonizam permanentemente o trato
gastrointestinal e por numero variavel de micro-organismos que o habitam
temporariamente. A microbiota intestinal humana compreende 10 a 100 trilhdes de micro-
organismos, pertencentes principalmente aos géneros bacterianos Bacteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium e cocos gram-
positivos. Além disso, compreende 3,3 milhdes de genes, o que corresponde a 150 vezes

o nimero de genes do genoma humano (QIN et al, 2010).

A concentracdo de bactérias ¢ aumentada cerca de oito vezes a partir de regides
proximais do intestino delgado (10° bactérias/g) até o colon. No estdmago e duodeno, o
nimero de micro-organismos ¢ reduzido devido aos 4cidos, bile e secre¢des pancredaticas;
com o avango para o intestino delgado, a acidez diminui em funcao da dilui¢do do acido,
o que facilita a colonizagdo bacteriana, atingindo 10'"" UFC (unidades formadoras de

coldonias)/mL no colon (DUENAS et al, 2015).

A microbiota intestinal tem muitas fungdes importantes no intestino humano, tais
como metabolismo de nutrientes (fermentacao dos carboidratos, supressao da inibi¢do da
lipoproteina lipase em adipocitos, metabolismo de proteinas, sintese de vitamina K e de
componentes das vitaminas do complexo B e degradacdo dos polifenois), metabolismo
de xenobidticos e drogas, protecdo antimicrobiana, imunomodulacdo, como também

manutengdo da estrutura e funcdo do trato gastrointestinal JANDHYALA et al, 2015).

A composi¢do da microbiota intestinal varia de individuo para individuo, a
depender do estilo de vida de uma pessoa, regido geografica onde o individuo vive (zona
rural ou urbana, mundo ocidental ou oriental), os alimentos consumidos, uso de
medicamentos, cultura e genética (DAO, M.C et al CLEMENT, K, 2017). Estes mesmos
fatores também podem levar a disbiose, caracterizada desequilibrio na microbiota
intestinal, fator que gera complicacdes fisiologicas, enddcrinas e metabolicas, e esta
relacionada ao desenvolvimento da obesidade (GUIDA, S. et al VENEMA, K., 2015). A

obesidade, por sua vez, ¢ uma doenga nio transmissivel, caracterizada pelo acumulo de



gordura, na forma de triglicerideo, nas células do tecido adiposo, os adipdcitos (OMS,

2015).

A ligagdo da microbiota intestinal com doengas endocrinas e metabdlicas ndo tem
seus mecanismos completamente estabelecidos, mas parece decorrer, entre outros
aspectos, de produtos liberados pelas bactérias intestinais, como metabolitos resultantes
da fermentagdo pelas bactérias. Estes podem alterar quimicamente o ambiente do trato
gastrointestinal e também se translocar para outros tecidos, como o tecido adiposo (DAO,

M.C et al CLEMENT, K, 2017).

Em humanos e também em modelos animais ¢ observada a associagdo entre a
microbiota intestinal e o desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes tipo 2,
obesidade, e outras doencas metabdlicas, onde quando hé a ingestdo de dieta hiperlipidica
ha também o aumento de metabdlitos como os polissacarideos e carboidratos, os quais
ativardo vias metabdlicas, vias inflamatorias, quando se ligam em receptores especificos
no figado, tecido adiposo e sistema nervoso central, gerando um acumulo de triglicerideos
nos tecidos adiposos e interferéncia na liberacdo de hormdnios, como a insulina (VIJAY-
KUMAR M., et al.,, 2010), sugerindo o envolvimento da microbiota intestinal na
regulacdo do metabolismo energético (DELZENNE, N. M. et al BURCELIN, R., 2008).
Estudos envolvendo camundongos isentos de germes (germ-free) indicam que estes
animais, quando alimentados com dieta normolipidica, apresentaram peso corporal 40%
mais baixo do que animais colonizados por bactérias. Os camundongos isentos de germes
sdo, também, protegidos contra o ganho de peso induzido pela dieta hiperlipidica,
diferentemente de animais colonizados. Além disso, em animais colonizados e
alimentados com dieta hiperlipidica, a erradicagdo da microbiota intestinal com a
administracao de antibidtico diminui as alteragcdes metabolicas por, entre outros aspectos,

diminuir a liberagao de endotoxinas (DELZENNE, N. M. et al BURCELIN, R., 2008).

Um papel importante da microbiota intestinal, envolvido em seu efeito de regular
0 peso corporal, e 0 aumento na taxa de extra¢do de energia ndo digerivel, glicemia e
insulina, provenientes do aumento da glicose no intestino, produto da digestdo enzimatica
microbiana de polissacarideos. Esses dois fatores, insulina e glicemia, estimulam a
atividade enzimatica como aceyl-CoA carboxylase (ACC) e 4cido graxo sintase (FAS),
promotoras da lipogénese hepatica que resulta em triglicerideos, controladas pela proteina
sensivel a carboidratos ChREBP-1 e pelo fator de transcrigdo SREBP-1, conforme

apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Ilustracdo da absor¢ao de polissacarideos

Apods a ingestdo da dieta rica em fibras e carboidratos, ocorre a formagdo de metabdlitos como
lipopolissacarideos, glicose, acidos graxos de cadeia curta, monossacarideos e energia. Os substratos
lipogénicos, monossacarideos e acidos graxos de cadeia curta, ultrapassardo o epitélio intestinal para a
circulagdo sanguinea, em diregdo ao figado, e os polissacarideos ultrapassardo o epitélio intestinal, apds a
indu¢do da FIAF (fator de indugdo ao tecido adiposo), para a circulagdo sanguinea em dire¢do ao tecido
adiposo, onde ativa-se a enzima lipase de lipoproteina, que realizara hidrolise dos triglicérides em
lipoproteinas, para seu armazenamento. No figado ocorrera o estimulo da proteina sensivel a carboidratos
ChREBP-1 ¢ do fator de transcrigdo SREBP-1, consequentemente das enzimas aceyl-CoA carboxylase
(ACC) e acido graxo sintase (FAS), promovendo a lipogénese, a qual resulta em triglicerideos que iréo ser

armazenados nos adipocitos (CANI, P.D.; DELZENNE, N.M.,2009).

1.2 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo € um subtipo de tecido conjuntivo, onde encontra-se uma grande
quantidade de células agrupadas ou isoladas, denominadas de adipécitos. E encontrado

por todo o corpo e, em pessoas com peso corporal normal, representa de 20-25% do peso



corporal das mulheres e de 15-20% dos homens. Com a fun¢do de armazenamento
energético na forma de triglicerideos, modelador da superficie do corpo humano, por se
encontrar embaixo da pele, absorventes de choques, isolantes térmicos, preenche espacos
entre os 6rgios e excretam diversas moléculas sintetizadas por ele. E classificado em dois
tipos: tecido adiposo branco (TAB) e o tecido adiposo marrom (TAM) (JUNQUEIRA,
L.C.; CARNEIRO, J., 2012).

O TAB, também conhecido como tecido adiposo unilocular, representa a maior
porcentagem do tecido adiposo no corpo humano. As células adiposas uniloculares sdao
grandes, medem 50-150 pm de didmetro quando completamente desenvolvidas, e
apresentam apenas uma goticula de gordura, a qual ocupa quase todo o citoplasma
(JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J.,, 2012). Também apresenta uma pequena
quantidade de mitocondrias e nucleo perifericamente localizado (SAMMONS, 2014).

O TAM, também conhecido como tecido adiposo multilocular, ¢ distribuido em
areas especificas, como cervical, supraclavicular, intra-abdominal, abdominal e pélvica.
No corpo humano adulto, encontra-se em quantidade reduzida, quando comparado com
o feto e recém-nascido. Suas caracteristicas histologicas se diferem das apresentadas no
tecido adiposo branco, sendo suas células com tamanhos menores, presenca de varias
goticulas lipidicas de diversos tamanhos e de mitocondrias. Esse tecido tem a fungao de
produzir calor, por meio da termogénese, que depende da lipdlise e oxidacdo de acidos

graxos (JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J., 2012).

Na termogénese do TAM, um dos protagonistas ¢ a proteina UCP-1 (Unconpling
Protein 1), exclusivamente presente na mitocondria nesse tipo de célula, ativada por
fatores como ingestao de alimentos, frio, estresse, compostos naturais e drogas. Quando
ativada, desacopla a fosforilacdo oxidativa do ATP, gerando calor, transformando a
reserva energética, de triglicerideos, em calor (LIDELLM. E.; BETZ, M. J., et al
ENERBEACK, S, 2014)

Além desses dois adipdcitos citados anteriormente, ha um terceiro adipdcito, o
adipdcito bege, que apresenta caracteristicas semelhantes ao TAM, como a quantidade de
mitocondria aumentada, goticulas de lipideos multiloculares e expressdao da UCP-1, e que
aparece no TAB em resposta ao frio ou a estimulagdo B3-adrenérgica. Este tipo celular
tem o mesmo precursor embrionario do adipdcito branco, caracterizados por ndo

expressarem o fator de transcricdo miogénico 5 (Myf5). A diferengas citadas entre os
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tecidos adiposos branco, marrom e bege, podem ser observadas microscopicamente na

figura 2 (HARMS; SEALE, 2013; KEIPERT; JASTROCH, 2013).

Figura 2
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Figura 2 — Tipos de tecido adiposos

Figura A representa a morfologia do tecido adiposo branco; Figura B representa a morfologia do tecido

adiposo marro; Figura C representa o tecido adiposo bege (KEIPERT; JASTROCH, 2014).

E oportuno mencionar que o aumento da quantidade e/ou atividade do tecido
adiposo termogénico TAM ou TAB amarronzado (adipdcitos bege) pode levar ao
aumento do gasto energético, que pode ser favoravel na prevenc¢do da obesidade. O
aumento da quantidade de tecido adiposo termogénico também pode ter efeito benéfico
sobre o metabolismo da glicose e lipideos independente do efeito sobre o peso corporal

(KIM; PLUTZKY, 2016).

1.3 OBESIDADE

Obesidade ¢ uma doenca cronica, caracterizada por disturbios metabdlicos, com
o acumulo excessivo de gordura e risco de doengas como diabetes mellitus tipo 2, doengas
cardiovasculares, hipertensdo e alguns tipos de cancer (GUIDA, S. et al VENEMA, K.,
2015). E possivel identificar o excesso de peso (sobrepeso ou obesidade) pelo calculo de
indice de massa corporal (IMC), ou peso em kg, dividido pela altura em m2. E considerado
excesso de peso quando o IMC apresenta-se igual ou maior que 25 kg/m? e obesidade
quando o IMC apresenta-se igual ou maior que 30 kg/m?, de acordo com a tabela 1

(VIGITEL,2016).
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Tabela 1 — Classificacdao de sobrepeso e obesidade

m CLASSIFICACAO OBESIDADE GRAU/CLASSE RISCO DE DOENCA

<18,5 Magro ou baixo peso Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal ou eutréfico 0 Normal
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade | Elevado
30-39,9 Obesidade ) Muito elevado
=40,0 Obesidade grave mn Muitissimo elevado
(OMS, 2016)

Sua etiologia ¢ proveniente principalmente do estilo de vida a que o ser humano
se submete, onde ¢ levado em consideracdo diminui¢do da atividade fisica e alimenta¢do
com alto indice calorico. Mas também de fatores genéticos, classe social, uma realidade
onde leva-se em consideragdo o nivel de informagdo e educagdo presente no cidaddo,
estresse, ansiedade, depressdo, nervosismo, medicamentos, como insulina,
glicocorticoides, antidepressivos e antipiscicdticos. Fatores que sdo ambientais,
emocionais, genéticos e estilo de vida (Sociedade Brasileira para Estudos da Obesidade

¢ da Sindrome metabolica, 2009).

O excesso de peso vem tornando-se uma caracteristica comum no mundo de hoje,
quando as pessoas estdo iniciando a ter consciéncia da gravidade, mas ainda pode-se ver
que houve crescimento de 26,3% em dez anos da obesidade, passando de 42,6% em 2006
para 53,8% em 2016, com prevaléncia nos homens, na populacdo brasileira. Dentre as
cidades brasileiras, Rio Branco —AC tem a maior prevaléncia de excesso de peso, e
Palmas — TO, a menor. Sobre a obesidade pode-se dividir em dois grupos: por idade, onde
ha sua prevaléncia duplicada a partir dos 25 anos; e pela escolaridade, onde apresenta-se
maior entre as pessoas com menor escolaridade. Dentre os fatores que levam a obesidade
e ao excesso de peso, houve o consumo de frutas e hortalicas ser de apenas um entre trés
adultos em cada cinco dias da semana, em relagdo ao consumo regular de refrigerante ou
suco artificial, houve o decaimento de 30,9% para 16,5%, de 2007 para 2016. Na
atividade fisica no tempo livre obteve acréscimo de 30,3% para 37,6%, de 2009 para
2016, e entre os jovens de 18 a 24 anos, o consumo abusivo de bebida alcoolica obteve
acréscimo de 15,7% para 19,1%. Contudo, o histérico e cenario brasileiro exigem

pesquisas voltadas para saude da populacdo, buscando explicagdes e intervengdes que

12



possam auxiliar a qualidade de vida e satde de pessoas com excesso de peso e obesidade.
Dados os quais mostram que a obesidade estd diretamente ligada com o tipo de
alimentac¢do de cada individuo, a qual interfere diretamente na composi¢ao da microbiota

intestinal levando a pessoa obter mais ou menos peso (VIGITEL,2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da modulacdo da microbiota intestinal, com antibidticos sobre a

resposta do tecido adiposo a sinalizagdo beta-3 adrenérgica, em camundongos C57BL/6.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar o efeito da modulacio da microbiota intestinal, em camundongos
alimentados com dieta normolipidica, em condic¢des basais de temperatura e hidratacdo
hidrica, e em resposta ao tratamento com agonista beta-3-adrenégico, sobre a expressao

da proteina UCP-1, nos tecidos adiposos:

- Tecido adiposo branco inguinal

- Tecido adiposo branco epididimal

- Tecido adiposo marro intraescapular

14



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MODELO ANIMAL

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, livres de
patdgenos especificos, cuja microbiota intestinal ¢ apenas constituida por micro-
organismos ndo patogénicos. Os camundongos foram obtidos do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP), mediante apresentacdo de
laudo técnico de sua qualidade sanitdria (analise bacterioldgica, bioquimica,

hematologica e parasitoldgica) e controle genético (teste de genotipagem).

Ao chegarem ao Biotério da Universidade de Brasilia (UnB), em sua quarta
semana de vida, os animais permaneceram em gaiolas de plastico, isoladoras da marca
Alesco®. Foram divididos em grupos de cinco camundongos por gaiola. O ambiente era
mantido com a temperatura de 25°C, com ciclo claro e escuro (18h00 e 6h00) a cada 12
horas. Os animais passaram por um periodo de adaptacdo de uma semana ao novo

ambiente, antes do inicio do experimento.

Todos os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelas
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de Brasilia (UnB-DoC

namero 148177/2014), o qual se encontra em anexo.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os camundongos foram alimentados com dieta normolipidica, em que 10% do
contetido caldrico da dieta era representado por lipidios, fornecida na forma de pellet,
obtida da empresa PRAGSOLUCOES Biociéncias”, paralelamente com agua potavel

filtrada fornecida ad libitum.

Os camundongos foram separados aleatoriamente em sua quinta semana de vida,
por sorteio, e divididos em quatro grupos. Cada grupo continha cinco animais e sua

designacdo ocorreu da seguinte maneira:

Grupo 1 — Grupo controle, animais receberam apenas dieta normolipidica e dgua potavel

filtrada.
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Grupo 2 — Grupo controle positivo, esses camundongos receberam dieta normolipidica,
agua potavel filtrada e o agonista beta-3-adrenégico. Este grupo permitiu evidenciar o

efeito do agonista beta-3-adrenergético sobre os desfechos do estudo.

Grupo 3 — Camundongos receberam dieta normolipidica, e solucdo de antibioticos
administrados para modulagdo da microbiota intestinal. Este grupo permitiu evidenciar o

efeito da modulag¢ao da microbiota intestinal sobre os desfechos do estudo.

Grupo 4 — Camundongos receberam dieta normolipidica, agonista beta-3-adrenérgico e
solugdo de antibidticos. Evidenciaram o efeito do agonista beta-3-agonista, diante do

cenario de modulagao da microbiota intestinal.

O agonista beta-3-adrenérgico utilizado foi o CL316,243 (Sigma-Aldrich®), na
dose de Img/kg/dia, diluido em cloreto de sédio a 0,9% e administrado por via
intraperitoneal, durante cinco dias, durante a décima quarta e décima quinta semanas de
vida dos camundongos. Este esquema de administragdo foi realizado com base em dados
de estudo prévio (SANCHES, 2012). Os grupos um e trés receberam cloreto de sédio a

0,9% por via parenteral, durante o mesmo periodo do grupo dois, como controle.

Para a modulagdo da microbiota intestinal, com a intencdo de aliminar a
microbiota intestinal, foram oferecidos os antibioticos vancomicina (0,5 g/L) e
ciprofloxacina (0,2 g/L), os quais encontravam-se diluidos na 4gua potavel oferecida, por
cinco semanas, da décima a décima quinta semanas de vida, de acordo com esquema
descrito em estudo prévio (SUEZ et al., 2014). Ressaltando que foi utilizado 280 uL/L de
acido acético glacial para a dilui¢do do ciprofloxacina e adicionado 3,75 mg/mL de
aspartame para que a solugdo fosse mais palatdvel para os camundongos. A troca dos
bebedouros com a solu¢do de antibidticos era realizada duas vezes por semana

(NAHOUM et al., 2004).

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Foram avaliados e mensurados o peso corporal, ingestdo da dieta e ingestdo
hidrica. Trés vezes por semana, no periodo matutino, da quinta a décima semanas de vida

dos camundongos, enquanto estavam sendo administrado os antibidticos, essas variaveis
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foram analisadas duas vezes por semana, no momento da troca dos bebedouros com

antibioticos.

Apds o término do tratamento, ao final do estudo, os camundongos foram
eutanasiados, conforme as diretrizes do CONCEA (diretrizes da pratica de eutandsia do
CONCEA) (CONCEA, 2013) e do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (Guia
brasileiro para boas praticas para eutandsia em animais) (CFMV, 2013). Ao término da
eutandsia, a carcaga dos animais foi descartada segundo as normas para este tipo de

procedimento (Lei Nacional de Residuos Sélidos N° 12.305/2010).

Houve a coleta o tecido adiposo branco visceral do epididimo e subcutineo
inguinal, e o tecido adiposo marrom interescapular, para realizar o PCR em tempo real

para determinagdo da expressao do transcrito da UCP-1.

3.4 EXPRESSAO GENICA

A andlise da expressdo do gene que codifica a proteina termogénica UCP-1 foi
realizada no tecido adiposo branco subcutineo e visceral e no tecido adiposo marrom,

como citado anteriormente.

3.4.1 ISOLAMENTO DO RNA TOTAL

Ap0s a coleta do tecido adiposo branco subcutaneo inguinal e epididimal, e do
tecido marrom interescapular, estes foram congelados para evitar sua degradacao e,
consequentemente, do RNA total. As amostras foram subsequentemente descongeladas e
homogeneizadas imediatamente em tubos conicos de 15 mL com o Trizol (Invitroogen,
Life Technologies), na por¢ao de 0,1 g de tecido por mL de Trizol, utilizando-se um
homogeneizador de tecidos. Apos essa etapa as amostras de tecidos foram incubadas a
temperatura ambiente por cinco minutos e, em seguida, centrifugadas a 14.000 rpm, por
dez minutos, a 4°C. Houve entdo a formagdo do pellet de debris celulares e de uma
camada de gordura, ndo muito espessa, a qual foi descartada e a amostra centrifugada

novamente.
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Apds a segunda centrifugacdo, foi coletado o sobrenadante, que foi transferido
para um microtubos de 1,5mL, portanto o pellet descartado. Aos microtubos foram
adicionados 200uL de cloroformio por mL de Trizol, j4 utilizado no processo de
homogeneizagdo. Os tubos foram agitados em vortex por quinze segundos, incubados a
temperatura ambiente por trés minutos e centrifugados a 14.000 rpm, durante quinze
minutos, a 4°C. Apos a centrifugacdo houve a formacdo de trés fases: fase com a
coloracdo avermelhada, que se refere a fase inferior com a presenca do DNA; a fase com
a coloracdo branca, que se refere a fase intermediaria com presenca de proteina, e a fase
incolor, que se refere a fase superior com a presenga do RNA, o qual ¢ o material de
interesse. A fase aquosa, superior, onde estd presente o material de interesse, o0 RNA, foi
transferida para um microtubo de 1,5mL, juntamente adicionados 500uL de isopropanol
absoluto, por mL de Trizol j& adicionado na etapa de homogeneizag¢do. Para uma melhor
mistura do material, os tubos foram agitados em vortex, permaneceram durante dez
minutos a temperatura ambiente, em seguida centrifugados a 14.000 rpm, durante dez
minutos, a 4°C, momento em que ocorre a formagdo do pellet de RNA. O fato de o RNA
ser o material de interesse fez com que o sobrenadante fosse descartado, e os tubos foram
posicionados com sua parte superior, onda ha abertura para inser¢ao dos materiais, vertida
para baixo, sobre uma gaze estéril, para a secagem do pellet. Apds sua secagem, o pellet
foi ressupendido em volumes de 20 a 50ul de agua MilliQ tratada com

dietilpirocarbonato a 80°C até sua utilizagao.

3.4.2 QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL

A quantificacdo do RNA total foi determinada a partir de sua concentragao, pelo
equipamento eletronico de espectrofotometria de microvolume NanoDrop 2.000/2.000¢
(Thermo Fisher Scientific, Wilmingtons, Delaware, USA). O NanoDrop fornece
automaticamente a concentracdo total do RNA em pg/ul, a qual ¢ determinada pelo
caculo: (DO 260nm x 40) / 100. A DO 260 representa o valor da densidade optica da

aliquota de amostra determinada no comprimento de onda 260nm.

O NanoDrop também fornece automaticamente o grau de pureza, o qual ¢

calculado pela razdo entre as densidades Opticas nos comprimentos de onda entre 260 e
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280nm. A pureza denota baixo contetido de proteinas e outras impurezas na amostra e

fica evidenciada pela razdo entre 1,7 e 2,0.

3.4.3 TRATAMENTO DO RNA

O RNA total presente nas amostras foi tratado com a enzima desoxirribonuclease
(DNAse) (Sigma-Sldrich, St Louis, MO, EUA), a qual tem a fun¢do de catalisar a
clivagem hidrolitica de ligagdes fosfodiésteres, durante dez minutos, a temperatura
ambiente, de acordo com o protocolo do fabricante. Dessa forma, evita-se a possivel
contaminagdo da amostra com DNA gendmico, o qual pode interferir na andlise da

expressao génica.

3.4.4 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Para esse procedimento foi utilizado o kit Power SYBR® Green RNA-to-CT 1-
Step (applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com que a transcri¢do reversa (RT) e
a amplificacdo do cDNA a partir do RNA total extraido das amostras de tecido adiposo
branco e marrom ¢ realizada sequencialmente. O sistema de avaliacdo da expressdo
génica utiliza o fluoréforo SYBR®, o qual se intercala na dupla fita de DNA, emitindo
fluorescéncia quando exposto a um comprimento de onda que o excita, e fluorescéncia
emitida ¢ proporcional a quantidade do produto de amplificacdo. Com isso, avalia-se o Ct
(ciclo limiar, cycle threshold), que representa o ciclo em que a reacdo de amplificacdo

comega a ocorrer exponencialmente.

As reagdes de PCR quantitativa em tempo real foram preparadas em placas
contendo 96 pogos (MicroAmp Optical, Applied Biosystems), e conduzidas em
triplicatas, com volume final de 10 uL. Foi realizado também controle negativo, o qual
ndo continha amostra de RNA. Foram, ainda, usados os primers especificos utilizados
para amplificacio da UCP-1, forward 5 -ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3’, e
reverso 5’-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3’. O gene referéncia foi o que codifica a

gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), onde foram utilizados os primers
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Sforward 5’-AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’ e TeVerso 5’-
CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’.

As reagdes foram realizadas com o uso do termociclador AB7500 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, EUA), com as seguintes condi¢des:

- Programa de transcrigao reversa: 48°C

- Ativagdo da Taq DNA polimerase, a 95°C, durante 10 minutos

- Quarenta ciclos de desnaturagdo, a 95°C durante 10 minutos e anelamento ¢

amplificacdo (60°C durante 1 minuto).

- Apos cada reagdo, foram realizadas curvas de dissociagdo, para averiguar a
especificidade da reacdo. Para essa andlise houve o aumento gradativo da temperatura,
com acréscimo de 0,3°C, elevando de 60°C para 95°C. Conforme hd o aumento da
temperatura, a fluorescéncia decai. Conforme hé o decaimento acelerado da fluorescéncia
emitida, ¢ determinado o ponto mais critico denominado de temperatura de dissociagao
Tm (melting temperatura), o qual determina o momento em que o produto de PCR se
apresenta 50% em fita dupla e 50% em fita simples. Cada fita de DNA amplificada
apresenta seu Tm, por isso ¢ esperado a identificagdo de apenas um pico de decaimento

para cada par de primers utilizado.

Para determinar a expressdo relativa do gene alvo, foi realizado por método
comparativo AACt, incluindo a normalizagdo do gene referéncia, o qual codifica a
GAPDH. Havendo a subtracao de Ct obtidos de cada amostra das reagdes de amplificagdo
do gene alvo, do Ct das mesmas amostras das reacdes de amplificacdo do gene referéncia,

resultando no ACt.

ACt = Ct gene alvo — Ct gene referéncia

Segundo o método realizado para determinar a expressao relativa do gene alvo, ¢

determinado pela formula 274",

3.4.5 ANALISE ESTATISTICA
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O Graph Pad Prism 5.0 foi o programa utilizado para analisar os dados obtidos.
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Também foi
utilizada a andlise de varidncia de um fator (one way ANOVA) com o pos-teste Newman-
Keuls, para comparar os grupos durante o periodo de tratamento. E a analise do RNAm
foi realizada pelo teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste Dunn, e

nivel de significancia foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo da pesquisa, ndo houve perda de animais, de forma que o

numero amostral analisado foi o indicado na se¢do “material e métodos”.

Os camundongos que foram tratados com o agonista B3 adrenérgico, apresentaram
redugdo significativa da massa do tecido adiposo visceral epididimal e inguinal em
relagdo ao grupo que recebeu veiculo. Além disso, foi observada reducdo também
significativa da massa destes tecidos no grupo tratado com antibidticos e agonista 3
adrenérgico, em relag@o ao grupo tratado somente com antibioticos. Em relagdo ao tecido
adiposo branco subcutaneo (inguinal), somente foi observada mudanga significativa no
grupo de camundongos que recebeu antibiodtico e agonista 3 adrenérgico em relagdo ao
grupo que recebeu veiculo. Como também, foi observado, reducdo da massa do tecido
adiposo marrom interescapular no grupo de camundongos que recebeu antibidticos e o
agonista beta 3 adrenérgico, em comparacdo com o grupo que recebeu somente

antibioticos.

4.1 EFEITO DA MODULACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL SOBRE A
EXPRESSAO DO TRANSCRITO DA UCP-1 NOS TECIDOS ADIPOSOS BRANCO
E MARROM

Foi observado aumento da expressdo relativa do RNAm da UCP-1 nos dois
tecidos, tecido adiposo branco inguinal e tecido adiposo branco epididimal, em resposta
a todos os tratamentos. No tecido adiposo branco inguinal (Figura 3) e no tecido adiposo
branco epididimal (Figura 4), o aumento foi menos acentuado em resposta & modulagao
da microbiota com antibiodticos, mais acentuado em resposta ao tratamento com o agonista
beta-3-adrenérgico e pareceu haver efeito aditivo da modulagdo da microbiota intestinal

com antibioticos e tratamento com agonista beta-3-adrenérgico.
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Figura 3 - Expressao relativa do RNAm da UCP-1 no TAB inguinal

Nesse grafico pode-se observar a expressdo significativa da UCP-1 no tecido adiposo branco inguinal no
grupo experimental no qual foi administrado o agonista beta-3-adrenérgico juntamente com o antibidtico.
Quando comparada com os grupos que receberam apenas o agonista beta — 3 adrenérgico, apenas o

antibidtico e o grupo controle.

Figura 4

Expresséo relativa do
RNAmM da Ucp7 no TAB epididimal

Figura 4 — Expressao relativa do RNAm da UCP-1 no TAB epididimal
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Nesse grafico observa-se a expressdo significativa da UCP-1 no tecido adiposo branco do grupo no grupo
experimental no qual foi administrado o agonista beta-3-adrenérgico juntamente com o antibidtico. Quando
comparada com 0s grupos que receberam apenas o agonista beta — 3 adrenérgico, apenas o antibidtico e o

grupo controle.

No tecido adiposo marrom, ndo foi observada mudanga significativa da expressao do

RNAm da UCP-1 (Figura 5).

Figura 5
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Figura 5 - Expressao relativa do RNAm da UCP-1 no TAM

Nesse grafico observa-se que ndo ouve diferenca de expressdo significativa entre os grupos experimentais
tratados com apenas agonista beta-3-adrenérgico, apenas com o antibiético, quando comparados com o
grupo experimental o qual foi administrado o agonista beta — 3 — adrenérgico juntamente com o

antibiodtico.
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5 DISCUSSAO

Neste experimento realizado com animais tratados por dieta normolipidica, em
condigdes basais e livres de patdgenos, os quais representaram mamiferos com hébitos de
uma dieta equilibrada em lipidios. Sendo esse um dos elementos causadores da obesidade,
a qual ¢ ocasionada pelo acimulo do excesso de gordura no tecido adiposo, quando os
lipidios e carboidratos sdo consumidos desreguladamente, em excesso. Pelas condi¢des
impostas, o método utilizado possibilitou observar se realmente ha interferéncia da

microbiota intestinal sobre a resposta no tecido adiposo branco e marrom.

Quando o grupo dois (camundongos com administracdo do agonista beta-3-
adrenégico), trés (camundongos com erradica¢cdo da microbiota intestinal ocasionada pela
ingestao de antibidticos) e quatro (camundongos com administracdo do agonista beta-3-
adrenérgico e erradicacdo da microbiota intestinal), foram comparados com o grupo um,
controle, observou-se a comprovagdo da interferéncia da microbiota intestinal sobre o

tecido adiposo.

Interferéncia analisada pela expressao da UCP-1, através de PCR em tempo real,
onde observou-se que os camundongos tratados com antibidticos e agonista beta-3-
adrenérgico apresentaram maior expressao da UCP-1 no tecido adiposo branco inguinal
e epididimal. Enquanto que nenhuma diferenga significativa, foi observada no tecido
adiposo marrom. Fato que pode ser explicado com a maior quantidade de mitocondrias
presentes no tecido adiposo marrom, onde naturalmente ja ha um maior gasto de energia,
ndo sendo somatizada significativamente a acdo do agonista com a expressao da UCP-1
nesse tecido. Considerando a hipdtese de que a maior quantidade de gordura consumida

pelos mamiferos, se armazenam no tecido adiposo branco.

Dois estudos recentemente publicados mostraram que a microbiota intestinal pode
estar relacionada com o tecido adiposo termogénico, sugerindo outro aspecto fisiolodgico
do hospedeiro passivel de influéncia pela microbiota intestinal. No estudo realizado por
Suérez-Zamorano et al (2015), demonstrou que a auséncia da microbiota intestinal, em
camundongos isentos de germes e em camundongos alimentados com dieta normolipidica
e tratados com antibidticos, aumentou a sensibilidade a insulina no tecido adiposo

subcutaneo e visceral. A andlise morfologica do tecido adiposo revelou aumento do
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niamero de adipdcitos pequenos com fendtipo multilocular de aparéncia escura com
caracteristicas de adipdcito bege. Além disso, esse fendtipo foi ser transferido para
camundongos isentos de germes, a partir de sua colonizagdo com a microbiota residual
de camundongos tratados com antibidticos, sugerindo que algumas bactérias da

microbiota intestinal podem inibir o recrutamento de células beges.

No estudo de Chevalier et al (2015), foi observdo que a exposicdo de
camundongos ao frio promoveu mudangas da composi¢do da microbiota intestinal. Os
pesquisadores também observaram que o transplante da microbiota intestinal de animais
expostos ao frio para animais isentos de germes resultou em aumento da sensibilidade a
insulina, reducdo da gordura corporal, aumento do gasto energético e amarronzamento do
TAB subcutdneo e visceral, em relacdo aos camundongos isentos de germes que
receberam a microbiota de animais mantidos em ambiente termoneutro. Os autores
observaram, ainda, que a exposicdo ao frio e o transplante da microbiota de animais
expostos ao frio para camundongos isentos de germes promoveram aumento da superficie
de absor¢do intestinal. Estes resultados sugerem fortemente o impacto positivo da
microbiota intestinal sobre a homeostase energética e o amarronzamento do TAB em
resposta ao frio. Os resultados deste estudo parecem contraditérios com os de Suarez-
Zamorano et al (2015), descrito acima, em que foi observado impacto negativo da
microbiota intestinal sobre o amarronzamento do TAB e que a auséncia da microbiota
ndo modifica o amarronzamento do TAB de camundongos ao frio. Desta forma, a
correlagdo entre a microbiota intestinal e o amarronzamento do TAB parece ndo estar

completamente definida.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo sugerem que, em animais alimentados com dieta
normolipidica, a modula¢do da microbiota intestinal com o uso de antibidticos acentua o
efeito estimulatorio da sinaliza¢do beta-3 adrenérgica sobre a expressdo de UCP-1 no
tecido adiposo branco inguinal e epididimal, porém nenhum efeito significativo foi

observado no tecido adiposo marrom.
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