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RESUMO

Morales Fénero Cl. Papel da microbiota na inflamacdo de baixo grau induzida por
dieta hiperlipidica no zebrafish adulto [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo:

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2020.

O consumo de dietas ricas em gorduras e carboidratos, e um estilo de vida sedentéario
sdo fatores que podem levar ao desenvolvimento da obesidade. A obesidade é
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal e esta associada a um
estado de inflamacéao cronica de baixo grau, com participacao de infiltrado inflamatorio
no tecido adiposo e liberacdo sistémica de citocinas proé-inflamatorias. A microbiota
tem sido apontada como um dos principais fatores na patogénese da obesidade, pois
animais germ-free (GF) apresentam menor capacidade de captacdo de energia no
intestino do que animais convencionais (CV), participando da inducdo do ganho de
peso. A dishiose gerada durante a obesidade esta ligada ao aumento da
permeabilidade da parede intestinal, levando a um maior influxo de
lipopolissacarideos (LPS) no sangue, causando endotoxemia e inflamacdo sistémica.
A via do fator induzivel por hipéxia (HIF) tem sido relacionada a manutencdo da
inflamacédo durante a obesidade e pode ter induzida pela microbiota através de Toll-
like receptors (TLRs). O zebrafish (Danio rerio) surge como um modelo interessante
para o estudo de doencas imuno-metabdlicas e da microbiota, devido ao seu pequeno
tamanho e facil manipulacdo, capacidade de gerar animais germ-free e resposta
metabdlica semelhante & dos mamiferos. Desta forma nés propomos a hipétese de
gue a microbiota de animais sujeitos a uma dieta hiperlipidica induz inflamacao de
baixo grau nestes animais através da ativacdo da via do HIF no intestino. Neste
estudo, estabelecemos um novo protocolo do modelo de obesidade induzida por dieta
no zebrafish adulto. O impacto da microbiota na inflamacé&o de baixo grau foi analisado
nestes animais. Ao final de um periodo de 6 semanas, observamos um aumento
significativo de peso nos animais com dieta hiperlipidica (high fat diet - HFD)
comparados com animais do grupo controle (normal diet - ND), bem como maior
glicemia basal, acumulo de lipidios no figado e aumento da gordura visceral e
subcutanea, assim como aumento de triglicerideos e valores de colesterol. O grupo
HFD apresentou aumento do infiltrado de células imunes no intestino e aumento de

citocinas inflamatérias em comparacdo ao ND. Zebrafish knockout para myd88



submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram maior ganho de peso que
animaisselvagens. Peixes HFD mostraram diminuicdo de genes de proteinas de juncdes
oclusivas, translocagcdo bacteriana no intestino e disbiose intestinal com aumento dos
Firmicutes. Analise de expresséo génica in silico de animais GF vs CV, indicou ativagao
da via do HIF induzida pela microbiota, o que também foi observado em aumento em
animais HFD comparados com ND. Comprovacdo da participacdo da microbiota na
ativacdo dessa via sera estabelecida em experimentos de transplante da microbiota fecal
em animais GF. Em concluséo, a administragdo de uma dieta hiperlipidica por 6 semanas
reproduz um modelo de obesidade no zebrafish com caracteristicas de sindrome
metabodlica, inflamacgéo de baixo grau e disbiose da microbiota intestinal com ativacdo da

via do HIF no intestino dos animais HFD.
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ABSTRACT

Morales Fénero CIl. Role of the microbiota in low-grade inflammation induced by a
high-fat diet in adult zebrafish [thesis (Ph. D. thesis in Immunology)]. S&o Paulo:

Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo; 2020.

The consumption of diets rich in fats and carbohydrates, and a sedentary lifestyle are
factors that can lead to the development of obesity. Obesity is characterized by
excessive accumulation of body fat and is associated with a state of low-grade chronic
inflammation, with the participation of inflammatory infiltrate in adipose tissue and
systemic release of pro-inflammatory cytokines. The microbiota has been identified as
one of the main factors in the pathogenesis of obesity, since germ-free (GF) animals
have less capacity to capture energy in the intestine than conventional animals (CV),
participating in the induction of weight gain. The dysbiosis generated during obesity is
linked to increased permeability of the intestinal wall, leading to a greater influx of
lipopolysaccharides (LPS) in the blood, causing endotoxemia and systemic
inflammation. The hypoxia-inducible factor (HIF) pathway has been linked to the
maintenance of inflammation during obesity and could be induced by the microbiota
through Toll-like receptors (TLRs). The zebrafish (Danio rerio) emerges as an
interesting model for the study of immuno-metabolic and microbiota diseases, due to
its small size and easy manipulation, ability to generate germ-free animals and
metabolic response similar to mammals. Thus we propose the hypothesis that the
microbiota of animals subjected to a hyperlipidic diet induces low-grade inflammation
through activation of the HIF pathway in the intestine. In this study, we established a
new protocol of diet induced obesity model in adult zebrafish. The impact of the
microbiota on low-grade inflammation was analyzed in animals. At the end of a 6-week
period, we observed a significant increase in weight in animals with a high-fat diet
(HFD) compared with animals in the control group (normal diet - ND), as well as higher
basal glycemia, lipid accumulation in the liver and increased visceral and
subcutaneous fat, as well as increased triglycerides and cholesterol values. The HFD
group shows an increase in the infiltration of immune cells in the intestine and an
increase in inflammatory cytokines compared to ND. Zebrafish knockout for myd88
showed greater weight gain than wild-type animals. HFD fish showed descreased
expression of genes of tight junction proteins, bacterial translocation in the intestine

and intestinal dysbiosis with increased Firmicutes. In silico gene expression analysis



of GF vs CV animals, indicated activation of the HIF pathway induced by the
microbiota, which was also observed increased in HFD animals compared with ND.
Proof of the microbiota's participation in the activation of this pathway will be analyzed
in faecal transplantation experiments in GF animals. In conclusion, the administration
of a hyperlipidic diet for 6 weeks reproduces a model of obesity in zebrafish with
characteristics of metabolic syndrome, low grade inflammation and dysbiosis of the
intestinal microbiota with activation of the HIF pathway in the intestines of HFD

animals.

Keywords: Inflammation. Obesity. Metabolism. Microbiota. Fishes.



INTRODUCAO

A obesidade é uma condicdo que tem aumentado a nivel mundial nos dltimos
50 anos (1). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou que, em 2016 mais de
1,9 bilhdes de adultos no mundo tém sobrepeso e, destes mais de 650 milhdes séo
obesos (2). A obesidade, representa um risco para a saude devido a aparicdo de
comorbilidades como diabetes tipo 2, hipertensédo, esteatose hepatica, doencas
cardiovasculares, entre outros (1). Por causa disso, estudos que ajudem a esclarecer

a etiopatologia e conexfes dessa doenca séo ainda necessarios.

Atualmente, a obesidade € definida como uma doenca imunometabdlica com
acumulo excessivo de gordura corporal e aumento do estado inflamatério basal (3). A
microbiota tem aparecido como um dos fatores desencadeantes da obesidade, com
apresentacdo de mudancas nas populacbes bacterianas que levariam a maior
absorcdo de nutrientes e aumento da permeabilidade intestinal a moléculas
inflamatorias (4). Porém os mecanismos exatos de como isso acontece ainda estdo

em estudo.

Nos ultimos anos o zebrafish tem ganho espacgo na pesquisa como modelo de
doencas humanas devido a caracteristicas como facil manipulagcédo, facilidade de
edicdo genética e baixo custo de manutencéo (5, 6). Além disso, este peixe tropical
possui 70% de similaridade genética com os humanos e vias metabdlicas altamente
conservadas, o que fazem dele um grande candidato para estudos metabdlicos (7, 8).
Ademais, a possibilidade de criar animais gnotobidticos tém sido crucial na pesquisa
de interacbes microbiota-hospedeiro, possibilitando a observacdo de efeitos da
microbiota intestinal in vivo (9-11).

Este estudo teve o intuito de usar estes atributos do zebrafish com o objetivo
de estabelecer um modelo de obesidade e ter uma nova ferramenta para o estudo de
doencas metabdlicas, além da utilizacdo de animais GF para uma andlise isolada do
efeito inflamatodrio da microbiota de animais com dieta hiperlipidica. Esperamos que
os resultados desta pesquisa possam contribuir ao conhecimento da relacéo do eixo

microbiota — inflamacéo - doencas metabdlicas.



Obesidade e Inflamacéao

Sobrepeso e obesidade tém sido definidas como o acumulo excessivo de
gordura no corpo, podendo afetar a saude do individuo (2). A OMS tem considerado
um indice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 25 para o sobrepeso e 30 para
a obesidade em humanos (2). Estas condi¢des tém se tornado um problema de saude
publica visto que o aumento do IMC é um dos fatores de risco para condicGes como
doencas cardiovasculares, diabetes, distarbios musculo-esqueléticos e alguns tipos
de cancer (2). A sindrome metabdlica € um conjunto de condicbes que aumentam o
risco de contrair doencas nao-comunicveis e a obesidade € um dos principais
componentes. Outros fatores incluem altos niveis de triglicerideos, baixos niveis de
colesterol HDL (high-density lipoprotein), pressado arterial alta e altos niveis de agucar
no sangue (12).

Atualmente a obesidade tem sido considerada ndo s6 como uma condi¢ao de
desbalanco metabdlico, mas também inflamatéria. Pesquisadores tém correlacionado
a etiologia de doencas metabdlicas relacionadas a obesidade a um estado inflamatério
crénico de baixo grau ou “meta-inflamacao” (13). Este estado € caracterizado pela
producdo anormal de citocinas, aumento de proteinas de fase aguda, ativacao de vias
de sinalizacéo inflamatérias bem como alteracdo das células imunes residentes (13,
14). A primeira relacao entre inflamacéo e metabolismo foi descoberta por Hotamisligil
et al. que, em 1993, observou aumento da citocina Fator de Necrose Tumoral a (Tumor
Necrosis Factor a — TNFa) no sangue e no tecido adiposo branco (white adipose tissue
— WAT) de camundongos obesos (15). Posteriormente, estudos foram revelando a
producdo enddcrina de moléculas e hormonios pelo WAT, que foram chamadas de
adipocinas (16). As adipocinas tém papeis diversos no metabolismo, quimiotaxia,
crescimento, vascularizacao e inflamacao, e sua liberacdo esta regulada pela gordura
acumulada nos adipdcitos (17). Varias adipocinas se encontram alteradas na
obesidade, e acredita-se que estejam envolvidas na geracdo de patologias
metabdlicas relacionadas a ela (18).

Mais tarde, estudos em humanos e modelos animais de obesidade apontaram
um aumento de leucdcitos no tecido adiposo, principalmente macrofagos, com um
desbalanco na relacdo de M1/M2, sendo M1 aumentados em detrimento dos

macréfagos M2 (19-21). Macréfagos tém sido catalogados em fendtipos pré-



inflamatodrios/classicamente ativados (M1) e anti-inflamatorios/alternativamente
ativados (M2), porém acredita-se que in vivo existe um continuum nessa polarizagéo,
com macroéfagos tendendo a um fendtipo mais do que outro, ou mostrando fungdes
mistas (22). Macrofagos M2 sédo encontrados em maior quantidade em WAT de
camundongos magros mas diminuem em comparacdo a macréfagos M1 em
camundongos obesos (23). Além de macréfagos, € possivel observar alteracdo de
outras células imunes no tecido adiposo de animais e pacientes com obesidade,
incluindo eosindéfilos, mastdcitos, neutroéfilos, células dendriticas e células T (13).
Muitos pesquisadores acreditam que a inflamacao de baixo grau na obesidade
se origina no tecido adiposo. A morte celular de adip6citos hipertréficos e hipoxicos
poderia ser o gatilho para o recrutamento de macréfagos iniciando a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias como TNFa, interleucina-6 (IL-6), interleucina-1B (IL-1B) e
C-C motif chemokine 2 (CCL2), recrutando mais macréofagos e influenciando também
a insulino-resisténcia (13, 24-26). No entanto, uma outra hipétese aponta o papel da

microbiota como ponto inicial da inflamagéo na obesidade (4).

Microbiota e Obesidade

Na ultima década, a microbiota intestinal tem demonstrado sua importancia na
etiologia da obesidade e da resisténcia a insulina (27). Estudos em camundongos
evidenciaram que a transferéncia da microbiota de animais convencionais (CONV)
para GF resulta em um aumento de 60% da gordura corporal e resisténcia a insulina,
além de promover a lipogénese hepatica de novo (28). De forma similar, Turnbaugh
et al. mostrou que a transferéncia da microbiota de camundongos magros e obesos
(ob/ob) para camundongos GF, incentivou o ganho de peso e o0 acumulo de gordura
nagueles animais transplantados com a microbiota de obeso (29). Além disso, a
microbiota intestinal muda significativamente em humanos e modelos animais de
obesidade, mostrando diminuicdo da diversidade e modificacdo das populacbes
bacterianas (30, 31). A microbiota intestinal de humanos é abundante em Firmicutes
e Bacteroidetes, seguido de Proteobacterias e Actinobacterias, com menos
exemplares de Verrucomicrobia e Fusobacteria (32). Porém, na obesidade se observa



diminuicdo do filo Bacteroidetes com um aumento de Firmicutes (33, 34). Outros

estudos tém observado aumento de Actinobacterias em humanos (35).

Diversos estudos demonstraram que durante a obesidade a permeabilidade
intestinal € aumentada, permitindo a passagem de moléculas bacterianas como o
lipopolissacarideo  (LPS), caracteristico da parede celular de bactérias gram-
negativas (4). Este processo é conhecido como endotoxemia metabdlica e poderia ser
0 causador da inflamacéo observada na obesidade (36, 37). A administracdo de
baixas doses de LPS induziu obesidade similar em animais alimentados com HFD por
4 semanas (38). Também tem sido observado que niveis de LPS estdo
correlacionados com niveis de insulina no sangue em humanos (39). LPS é o ligante
candnico do Toll-like receptor 4 (TLR4) e animais deficientes deste receptor
apresentam uma melhora na resisténcia a insulina e diminuicdo do fendtipo
inflamatério quando sdo alimentados com uma dieta hiperlipidica (40). Em conjunto,
estes estudos apontam que mudancas na microbiota ocasionadas durante a
obesidade produzem alteracées no metabolismo bacteriano afetando as populacdes
gue influenciam a propagacdo de sinais inflamatérios no intestino, que estariam

associados ao ganho de peso (41).

Zebrafish como modelo metabdlico

O zebrafish (Danio rerio) surgiu como modelo experimental nos anos 70
introduzido por George Streisinger como um vertebrado para estudos de biologia do
desenvolvimento e genética (42) . Muitos dos atributos pelos quais Streisinger
escolheu o zebrafish como organismo experimental sdo considerados na atualidade
para estudar doencas humanas (5, 8). A larva possui um corpo translicido que em
conjunto com o uso de transgénicos, facilta o exame ndo invasivo de 6rgaos e
processos biolégicos (43). O zebrafish compartilha 70% de identidade genética com
0s humanos e possui um genoma completamente sequenciado (7). Além disso, é
relativamente econdmico de manter, ndo precisando de muito espagco e produzindo
uma grande quantidade de ovos que se desenvolvem rapidamente, o que reduz os
custos e o tempo de pesquisas in vivo. Sua manipulacdo genética é mais simples



comparado com mamiferos, portanto ensaios de genética direta e reversa tém sido
aplicados no zebrafish para definir o papel de diferentes genes envolvidos em doencas

humanas (43) .

Com relagcdo ao sistema imunolégico, o zebrafish possui maturacédo
diferenciada dos seus componentes. O sistema imune inato é completamente
funcional as 48 horas poés-fertilizacdo (hpf) enquanto que o sistema imune adaptativo
finaliza sua maturacdo em torno de 3 semanas poés-fertilizacdo (weeks post-
fertilization- wpf) (44). A maioria das células do sistema imune dos mamiferos tém sido
identificadas no zebrafish, incluindo neutréfilos, macrofagos, células dendriticas,
células NK-like, células T-CD4*, células T-CD8* e células B. Hoje em dia existe
disponibilidade de varias linhagens transgénicas com marcadores para estas células
no zebrafish (45-51)

O zebrafish possui atributos fisiolégicos e anatémicos similares aos mamiferos
incluindo os 6rgaos-chave requeridos para o controle do metabolismo em humanos,
desde os circuitos neuronais no hipotalamo até 6rgdos metabdlicos periféricos
(pancreas, figado, gordura branca, etc.) assim como conservacdo funcional em
metabolismo de lipideos, biologia do adipdcito, estrutura do pancreas e homeostase
da glicose (8, 43, 52, 53). No entanto, esses animais ndo possuem depdsitos de
gordura marrom, o que nao tem sido impedimento para a criacdo de uma variedade

de modelos metabdlicos genéticos e induzidos (53).

No caso especifico da obesidade, pesquisadores tém desenvolvido tanto
modelos genéticos quanto induzidos. Modelos genéticos incluem a super-expressao
do gene Agouti-related peptide (AgRP), gerando um peixe com ganho de peso,
aumento dos triglicerideos totais, adipécitos viscerais hipertrofiados e crescimento
linear aumentado, comparado com animais selvagens (54). O transgénico
Tg(krt4:Hsa.myrAktl)cy1l8 expressa Aktl humana constitutivamente ativa (myrAktl)
desencadeando a ativacao de alvos endogenos downstream de mTOR, GSK-3a/p e
70S6K, na pele, tecido adiposo, tecido 6sseo e musculo, desenvolvendo obesidade
espontanea. Os adultos exibem aumento de peso, do IMC, acumulo de lipideos,
hiperplasia de adipdcitos, entre outros (55). Os modelos de obesidade induzida por
dieta disponiveis na literatura se baseiam na superalimentacdo de peixes adultos

aumentando a frequéncia de alimentagdo. A superalimentacdo com Artemia nauplii



causa aumento do IMC, dos triglicerideos plasmaticos e esteatose hepética (56). Uma
variacdo deste modelo utiliza a superalimentacdo com ragcdo comercial de peixe, que
incrementa o peso dos animais e provoca esteatose hepatica (57). Outros autores tém
usado racdes suplementadas com 6leo de milho ou banha de porco, induzindo um
aumento consideravel de peso e aumento dos depodsitos de gordura visceral e
subcutanea (58). A alimentag&o de larvas com uma dieta rica em colesterol (HCD) por
duas semanas induziu o acumulo de gordura visceral, esteatose hepatica, inflamacéo
intestinal com infiltrado mieloide e alteracdo da motilidade intestinal (59). A exposicéo
de camundongos e larvas de zebrafish a creme de leite ou uma HCD induziu uma
resposta inflamatéria aguda horas apos a ingesta, representada pelo acumulo de
células mieloides no intestino e expressao de IL-1B pela ativacdo do inflamassoma em
células epiteliais (59). Por outro lado, Landgraf e colaboradores demonstraram que
diferencas na composicéo da dieta de peixes adultos induzem o desenvolvimento de
um perfil obesogénico metabolicamente mais “saudavel’” ou mais “doente”. O perfil
obesogénico “doente” estaria associado a alteracbes metabdlicas incluindo
diminuicdo de genes envolvido no metabolismo de lipideos e aumento de marcadores
inflamatdrios no tecido adiposo (60). Estes estudos demonstram o potencial do
zebrafish para o estudo da inflamagéo intestinal durante a obesidade.

Microbiota e Zebrafish

O intestino do zebrafish é uma estrutura tubular compartimentada em trés
segmentos principais: o bulbo, o intestino médio e o intestino posterior. O eséfago se
conecta diretamente ao intestino, sem a presenca de um estémago, porém o bulbo, a
porcao anterior do intestino, funciona como um reservatério de alimentos e produz
enzimas digestivas (61). O intestino do zebrafish se encontra maduro aos 5 dias pos-
fertilizacdo (dpf) visto que possui todas as células necessarias para sua funcdo (61).
O processo de colonizacéo intestinal pela microbiota comeca entre as 48 e 72 hpf
apos o embrido sair do corion, onde o peixe € colonizado principalmente por
microrganismos presentes no meio ambiente aquatico (62). Estudos de
sequenciamento do rRNA 16S tem revelado que a diversidade da microbiota intestinal

diminui significativamente da larva ao adulto (10, 63). Estas mudangas sao



acompanhadas por diferencas a nivel de filo bacteriano, as Proteobacterias sdo o filo
predominante em todos o0s estagios do peixe com representantes dos géneros
Aeromonas, Pseudomonas e Vibrio (63, 64). No estagio larval (4 e 10 dpf), y-
proteobacterias e Firmicutes sdo os mais abundantes (63). Estagios juvenis (21 dpf),
caracterizados por mudangas nutricionais, possuem um aumento na abundéncia de
a-proteobacterias e diminuigdo de B-proteobacterias (63). J& em adultos os filos mais
abundantes sdo Proteobacterias, Firmicutes e Fusobactérias (63). Analisando
zebrafish de diferentes instalagbes e animais capturados do ambiente natural,
pesquisadores identificaram core ou grupo central de 14 membros da microbiota
intestinal que é compartilhado entre todos os zebrafish (65). Estes membros incluem
Aeromonas, Shewanella, Vibrio, Cetobacterium, Bacillus, entre outros, e tém sido
identificados em outros estudos utilizando o zebrafish (63, 65). Estes estudos
poderiam auxiliar na producao de specific-pathogen-free (SPF) zebrafish, como existe

atualmente em modelos murinos (66).

A criacdo de zebrafish gnotobidticos é uma técnica refinada ha poucos anos
porém o0s requerimentos estruturais e metodolégicos necessarios para seu
desenvolvimento sdo factiveis pela maioria dos laboratérios (9, 67). O uso desta
técnica possibilitou a andlise comparativa entre animais GF e convencionais (CV), ou
seja criados de forma padrdo em presenca da microbiota, ou convencionalizados
(CVZ), que foram submetidos ao processo de derivacdo GF e foram re-colonizados
com microbiota parental, além de estudar interacBes microrganismo-hospedeiro in
vivo (10, 11). O papel da microbiota no zebrafish tem sido relacionado com o controle
de varios processos fisioldgicos, incluindo o préprio desenvolvimento do intestino. A
auséncia da microbiota afeta a atividade da fosfatase alcalina no epitélio intestinal,
causando a desregulacdo na expressdo de glicanos, e escassez de células
caliciformes e entero-enddcrinas, além de afetar a absorcao de proteinas na por¢ao
distal do intestino (62). A colonizacdo do intestino pela microbiota também tem sido
vinculada com a regulacdo espacial e temporal da atividade transcricional do fator de
transcricdo nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB), bem
como a migracao de neutrofilos e expressao da mieloperoxidase no intestino (68, 69).
Em relacdo ao metabolismo pesquisas utilizando zebrafish gnotobidtico revelaram que
a microbiota estimula a absorcao de &cidos graxos e a formacdo de goticulas de
lipideo no epitélio intestinal e no figado (70). Ademais, foi mostrado que a presenca



de comida permite o enriqguecimento bacteriano do filo Firmicutes, evidenciando desta
forma, que alterac6es na composicdo da microbiota podem influenciar a absor¢cao de
gordura no intestino (70). Outro estudo observou que a composicdo de diferentes
lipideos na dieta altera a estrutura da microbiota reduzindo sua diversidade, e
consequentemente alterando o metabolismo de triglicerideos (71). A administracdo de
Lactobacillus rhamnosus como probiético atenuou o ganho de peso e diminuiu os
niveis de colesterol e triglicerideos em animais HFD, além de induzir a expressao de

genes anorexigenos e diminuir a expressao de genes orexigenos (71).

Os dados mostrados evidenciam a capacidade do zebrafish como modelo de

interacdes microbiota-hospedeiro.

Via do HIF

Os hypoxia-inducible factors (HIFs) séo fatores de transcricdo que respondem
a diminuicdo do oxigénio disponivel no ambiente celular promovendo a adaptacédo a
hipoxia pela regulacédo positiva de genes envolvidos em angiogénese, eritropoiese e
metabolismo (72). Vertebrados possuem trés isoformas da subunidade a de HIF
(HIFa): HIF1a, HIF2a e HIF3a; e duas isoformas da subunidade B (HIF1B), também
chamada de Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT), arntla e
arntlb, constitutivamente expressa (73). Devido a duplicacdo no genoma, o zebrafish,
assim como outros ciprinidos, possui dois paralogos de cada HIFa: hiflaa, hiflab,
hif2aa, hif2ab, hif3aa, e hif3ab, mas s6 uma verséo do arnt (74). De modo geral, HIFa
€ regulado péds-transcricionalmente: em situagdes de normoxia a subunidade a €
hidroxilada por prolyl-hydroxilases (PHDs) e ubiquitinada pela proteina von Hippel-
Lindau (VHL) para logo ser degradada. Em situacbes de hipoxia, as PHDs sé&o
inativadas e HIFa é estabilizado, formando um complexo com o ARNT e ativando HIF

response elements (HRES) no nucleo (75).

A ativacao dos HIFs tém sido relacionada ao controle do metabolismo e fungdo
celular de células imunes (75, 76). Em mamiferos, HIF-1a é expresso em praticamente

todas as células imunes inatas e adaptativas (77-80). Por outro lado HIF2a, é expresso



em células endoteliais e algumas células imunes (81). A expressao e estabilizacdo de
HIF em células imunes pode ser desencadeada tanto por hipdxia quanto por estimulos
estressores, tais como inflamagéo, microrganismos, e cancer (75). Estudos tém
revelado efeitos da microbiota na inducdo de HIFa no intestino e em células do
sistema imune (82, 83). A presenca de LPS bacteriano ou moléculas inflamatorias
como o TNFa e NF-kB séo capazes de estabilizar HIF-1a (75). A ativacao de HIF-1a
via NF-kB em macrofagos induz aumento da agregacéao celular, invasdo, motilidade e
poder antimicrobiano (77). Também incrementa a sobrevida de macréfagos e a
capacidade inflamatéria (78). Além disso, HIF-1a tem sido relacionado com ativagéo
do metabolismo glicolitico em células mieloides, resultando num maior consumo de
glicose e aumento da taxa glicolitica, e limitando a fosforilagcdo oxidativa (OXPHOS).

Este tipo de metabolismo é observado em macréfagos tipo M1, que tem por

caracteristica ser mais inflamatorios (75, 84).

A revisdo da literatura demonstra que dependendo do tipo celular ou a via de
ativacdo, o papel de HIF-1a pode ser de indutor da inflamagc&o ou indutor da
homeostase. No entanto, na atualidade ndo existem estudos que relacionem a
disbiose da microbiota durante a obesidade com a indugao de inflamacéo no intestino
via HIF-1a. Desta forma, nos propomos a hipotese de que a exposigao crdnica a uma
dieta com elevado conteudo de gorduras induz altera¢cées na microbiota que seriam a
causa da inflamacdo na obesidade. Consideramos que a via do HIF-1a pode estar
participando da indugéo da inflamagé@o pela microbiota de animais HFD através da
ativacao do eixo TLR/MyD88/NF-kB/HIF no intestino.



CONCLUSAO

Com este trabalho podemos concluir que:

1) A dieta hiperlipidica (HFD) a base de o6leo de palma, administrada por 6
semanas, induz ganho de peso, acumulo de gordura e altera parametros

metabdlicos no zebrafish adulto;

2) O tempo e a composicdo da dieta hiperlipidica sdo suficientes para induzir
inflamacé&o de baixo grau, com aumento de marcadores inflamatorios como il6

e tnfa em intestino, figado e tecido adiposo, além de aumentar o infiltrado

inflamatorio no intestino;

3) A microbiota de peixes HFD possui componentes diferentes dos peixes ND,
além de induzir aumento da permeabilidade intestinal e translocacao

bacteriana; e

4) A via do HIF tem expressédo aumentada no intestino e € um grande candidato

no mecanismo de indugdo de inflamacao pela microbiota intestinal;

Deste modo, este trabalho contribuiu ao conhecimento da interagdo microbiota —

sistema imune — metabolismo no zebrafish adulto.
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