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RESUMO

VINOLO, M. A. R. Efeito dos acidos graxos de cadeia curta sobre neutréfilos.
2010, 165f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato, propionato e butirato séo
produtos da fermentacao bacteriana de carboidratos, sendo encontrados em altas
concentragdes no trato gastrintestinal (TGI). O interesse inicial sobre o efeito dos
AGCC no processo inflamatdrio surgiu do fato de que a ingestéo de fibras, fonte
desses acidos graxos, reduz a incidéncia de doengas inflamatdrias no TGI. Além
dos trabalhos que focavam no efeito dos AGCC como agentes antiinflamatérios,
outros grupos sugeriram que esses acidos graxos, que sao produzidos em altas
quantidades por bactérias anaerobias causadoras de periodontites (por exemplo,
Porphyromonas gingivalis), iniciariam e/ou intensificariam o processo inflamatorio
na cavidade oral. Neste estudo avaliamos in vitro o efeito dos AGCC (acetato,
propionato e butirato) sobre o recrutamento de neutréfilos e parametros funcionais
dessas células (producdo de espécies reativas de oxigénio [ERO], citocinas e
oxido nitrico, capacidade de fagocitose e destruicdo de Candida albicans). Além
disso, investigamos os mecanismos envolvidos: modulagdo da ativacdo do fator
de transcricdo NFkB, inibicdo de histonas desacetilases (HDAC) e a participagao
do receptor GPR43. Os AGCC afetaram diferentes fungbes de neutrdfilos e
interferiram com o processo inflamatdrio. Acetato e butirato alteraram a producéao
de ERO por neutrdfilos; o primeiro aumentou a producdo ndo estimulada de
peréxido de hidrogénio, enquanto o butirato inibiu a produgdo de ERO estimulada
por fMLP ou PMA. O butirato reduziu a fagocitose e killing de leveduras, efeito
esse que pode ou nao ter relacdo com a reducdo na producdo de ERO.
Propionato e butirato reduziram a producao de TNF-a, CINC-2ap e 6xido nitrico
(NO) e aumentaram a sintese de IL-1B por neutrdfilos estimulados com LPS.
Esses efeitos decorreram, ao menos em parte, de acdo a nivel transcricional e
parecem envolver inibicdo da atividade de HDAC e, como consequéncia direta ou

indireta, atenuacdo da ativagao do fator de transcricdo NFkB. Com relacdo ao



recrutamento de leucécitos, os AGCC aumentaram a migragcado de neutréfilos in
vitro (ensaios de quimiotaxia) e in vivo (ensaio da bolsa e analise da interagao
leucécito-endotélio por microscopia intravital). Esses efeitos decorreram, ao
menos em parte, de aumento da produgdo de CINC-2ap (quimioatraente para
neutréfilos) pelo tecido e da agao direta dos AGCC via receptores GPR43. Os
resultados ora relatados sao indicativos de que os AGCC apresentam acgdes pro-
(aumento da migragao leucocitaria) e antiinflamatérias (redugdo da producgéo de
citocinas pré-inflamatérias) dependendo do parametro analisado. Esses resultados
podem ter implicagbes na resposta imune a bactérias anaerdbias e nas doencgas

inflamatodrias que afetam o TGI.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta. Neutrdfilos. Inflamagao. Acidos

graxos.



ABSTRACT
VINOLO, M. A. R. Effect of short chain fatty acids on neutrophils function.
2010, 165p. Thesis (Ph. D. in Human Physiology) - Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

The short-chain fatty acids (SCFA) acetate, propionate and butyrate are produced
by bacterial fermentation of carbohydrates and are found in high concentrations in
the gastrointestinal (Gl) tract. The initial concern about the effect of SCFA in the
inflammatory process arose from the fact that the intake of fiber, an important
source of these fatty acids, reduces the incidence of inflammatory diseases of the
Gl tract. Besides the works that focused on the effect of SCFA as anti-inflammatory
agents, other groups have suggested that these fatty acids, which are produced in
high quantities by anaerobic bacteria that cause periodontitis (e.g. Porphyromonas
gingivalis), would initiate and/or intensify the inflammatory process in oral cavity.
We evaluated in vitro the effect of SCFA (acetate, propionate and butyrate) on the
recruitment of neutrophils and functional parameters of these cells (production of
reactive oxygen species [ROS], cytokines and nitric oxide [NO], phagocytosis
capacity and Kkilling of Candida albicans). Furthermore, we investigated the
mechanisms involved: modulation of NFkB activation, inhibition of histone
deacetylases (HDAC) and the involvement of the receptor GPR43. The SCFA
affected different functions of neutrophils and interfered with the inflammatory
process. Acetate and butyrate altered ROS production by neutrophils, the former
increased the unstimulated production of hydrogen peroxide, whereas butyrate
inhibited ROS production stimulated by fMLP or PMA. Butyrate reduced the
phagocytosis and killing of yeast, an effect which may or may not be related to the
attenuation of ROS production. Propionate and butyrate reduced the release of
TNF-a, CINC-2ap and NO and increased the synthesis of IL-18 by LPS-stimulated
neutrophils. These effects are due, at least in part, by modulation at the
transcriptional level and seem to involve inhibition of HDAC and, as a direct or
indirect consequence of it, attenuation of NFkB activation. With regard to the

recruitment of leukocytes, the SCFA increased migration of neutrophils in vitro



(chemotaxis assays) and in vivo (air pouch assay and analysis of leukocyte-
endothelium interaction by intravital microscopy). These effects are due, at least in
part, to an increased production of CINC-2a3 (chemoattractant for neutrophils) by
the tissue and by a direct action of SCFA through GPR43. The results reported
herein are indicative that the SCFA present both pro- (increased leukocyte
migration) and anti-inflammatory effects (reduced production of proinflammatory
cytokines) depending on the parameter analyzed. These results may have
implications in immune response to anaerobic bacteria and in inflammatory

diseases that affect the Gl tract.

Key-words: Short chain fatty acids. Neutrophils. Inflammation. Fatty acids.
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1.1  Acidos graxos de cadeia curta

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo compostos organicos que
possuem em sua estrutura de 1 a 6 atomos de carbono (CHs-(CH2)x-COOH;
1<X<6). Podem ser obtidos enddégena- (metabolismo de gorduras e carboidratos)
ou exogenamente (absorgdo dos produtos formados pela fermentagao bacteriana
de carboidratos), sendo essa ultima a principal fonte de AGCC no organismo. Em
certas condigdes, como no jejum prolongado (SCHEPPACH et al., 1991),
intolerancia a glicose (WOLEVER et al., 1997) e diabetes (AKANJI e HOCKADAY,
1990), nas quais ha aumento consideravel da oxidacdo de gorduras, e apos
ingestao de alcool (aumento de 10 vezes na concentragdo de acetato no sangue)
(SILER et al., 1999), a via enddgena contribui de maneira importante para as
concentracdes plasmaticas de AGCC.

As fibras provenientes da dieta sdo compostas, principalmente, por
polissacarideos e em menor parte por oligossacarideos, que n&o sao digeridos
pelas enzimas intrinsecas do estbmago e intestino humano. Durante a passagem
das fibras pelo trato gastrintestinal (TGI), as mesmas sdo em grande parte
degradadas pela microbiota intestinal, havendo formacao e liberacao de AGCC
(acetato, propionato e butirato, mais abundantes) como subprodutos do processo.
Além disso, parte dos AGCC formados no intestino € proveniente da fermentacao
de amido e alguns aminoacidos (TOPPING e CLIFTON, 2001). Outros acidos
graxos encontrados no TGI, como acidos dicarboxilicos, acidos carboxilicos (acido
piravico) e hidréxi-acidos (acido lactico), estdo presentes em concentragdes muito
baixas (CUMMINGS, 1995).

A relacdo entre hospedeiro e microbiota € do ponto de vista nutricional
mutuamente benéfica. A digestdo microbiana de polimeros de carboidratos
fornece ao hospedeiro nutrientes importantes para a manutencao do TGI. Por
outro lado, os microorganismos que colonizam o TGl tém acesso a quantidades
abundantes de fontes de carbono (HOOPER et al., 2002).

O processo de fermentagao bacteriana de carboidratos (Figura 1) tem como
principais produtos finais acetato, propionato e butirato. A produgcdo diaria de
AGCC em humanos é de cerca de 100 a 200 mM (COOK e SELLIN, 1998;
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TOPPING e CLIFTON, 2001). A razdo da concentragdo desses compostos no
intestino € de, aproximadamente, 70:20:10, e suas concentragcdes estimadas no
colon proximal variam de 70 a 140 mM (COOK e SELLIN, 1998; TOPPING e
CLIFTON, 2001) e caem para 20 a 70 mM no colon distal (TOPPING e CLIFTON,
2001). Esses valores séao influenciados pela dieta, por¢ao do intestino e tipo de
microbiota presente (HOOPER, MIDTVEDT et al., 2002). Vale ressaltar que a
fermentagdo de alguns aminoacidos, particularmente daqueles de cadeia
ramificada e metionina, também pode contribuir para as concentracées de AGCC
encontradas no TGI (MACFARLANE et al., 1986).

Polissacarideos/
oligossacarideos

l Hidrolise microbiana

Glicose e outros

mondmeros
| Glicolise
o |
K l ATP
-~ Piruvato - Propionato
l ATP
2 Acetil-CoA . :
§" | > Butirato
= <
£ |
i e
<
\__ Acetato

Figura 1. Processo de fermentacgao das fibras no TGl e formagao dos AGCC.
Fonte: Adaptado de Hooper et al. (2002).
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Os AGCC sao liberados na luz intestinal e sua absorgcao ocorre
rapidamente. A absor¢cdo de AGCC no ceco e colon € um processo muito
eficiente, sendo que apenas de 5 a 10% € excretado nas fezes (MCNEIL et al.,
1978; RUPPIN et al., 1980; ROEDIGER e MOORE, 1981). Ha dois mecanismos
descritos para a absorgao desses acidos graxos: 1 — difusdo simples da forma
protonada dos AGCC (responsavel por cerca de 60%) e 2 — absorgédo da forma
ionizada dos AGCC envolvendo transporte de Na* e K* (COOK e SELLIN, 1998).

Apos sua absorgao, os AGCC sao metabolizados essencialmente por trés
tecidos: mucosa intestinal (colonécitos), tecido hepatico e tecido muscular, que
utiliza, principalmente, acetato, como fonte de energia (COOK e SELLIN, 1998). A
microbiota do TGl, através da fermentagdo e geragdo de AGCC, afeta o balanco
energético do organismo, sendo que a produgdo desses compostos no TGl tem
relagdo com o desenvolvimento de obesidade (BACKHED et al., 2004; BACKHED
et al., 2007).

O butirato é o principal substrato energético utilizado pelos colondcitos. De
70 a 90% do butirato € metabolizado por essas células (COOK e SELLIN, 1998).
Por sua vez, cerca de 90% do butirato presente no sangue portal é extraido pelo
figado, de modo que as concentragdes plasmaticas deste AGCC sao muito baixas
(WOLEVER, JOSSE et al.,, 1997; WOLEVER et al., 2002). A metabolizagao do
butirato ocorre exclusivamente no interior da mitocondria (fonte de acetil-CoA
independente de carnitina) e esse composto também constitui potencial substrato
para a cetogénese (CUMMINGS, 1995).

O acetato, AGCC mais abundante, € pouco metabolizado no célon devido
em parte ao fato de ser rapidamente absorvido e transportado para o figado
(COOK e SELLIN, 1998). Apos sua absorgao, cerca de 75% do acetato € captado
e metabolizado no figado, onde pode ser utilizado por diversas vias: sintese de
acidos graxos de cadeia longa (lipogénese), cetogénese (sintese de corpos
cetbnicos), producdo de colesterol (fonte primaria para a sintese de colesterol),
glutamina e glutamato. O restante do acetato, que atinge a circulagdo, é
rapidamente captado e oxidado por varios tecidos como musculo e glandulas
mamarias (AKANJI e HOCKADAY, 1990).
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Apenas 10% do propionato absorvido permanece na corrente sanguinea
apos a passagem pelo figado. Neste 6rgao, esse AGCC é metabolizado, inibe a
sintese de colesterol e pode ser utilizado como substrato, via formacdo de
piruvato, da gliconeogénese (WOLEVER et al., 1991). Esse AGCC pode ser
formado no catabolismo de aminoacidos de cadeia ramificada e metionina, sendo
que sua concentracdo plasmatica pode estar aumentada em condi¢cbes nas quais
ha aumento das taxas de oxidagdo de aminoacidos (CUMMINGS, 1995).

As concentragées de AGCC no sangue periférico sdo normalmente muito
baixas. O acetato, AGCC encontrado em maior concentragdo no organismo, esta
presente em concentragdes que variam de 58 a 230 yM no sangue (WOLEVER,
JOSSE et al., 1997; WOLEVER, SCHRADE et al., 2002; VOGT, PENCHARZ et
al., 2004). Concentragdes séricas de 3 a 15 uM e 1 a 28 pM tém sido descritas
para propionato e butirato (Tabela 1) (WOLEVER, JOSSE et al., 1997; WOLEVER,
SCHRADE et al., 2002; VOGT, PENCHARZ et al., 2004).

Os AGCC também sao encontrados na cavidade oral em grandes
quantidades (Tabela 1). Diversos trabalhos tém proposto que esses compostos
modulam o processo inflamatério e a resposta imune a bactérias anaerodbias.
Singer et al. (1988) foi um dos primeiros a indicar que os AGCC poderiam estar
envolvidos na doenga periodontal; esse grupo demonstra que propionato e butirato
estdo presentes no sobrenadante de culturas de material obtido da placa em
concentracbes suficientes para inibir a proliferacdo de fibroblastos.
Posteriormente, outros trabalhos também relataram efeitos deletérios dos AGCC
em linfécitos, células epiteliais e queratinécitos da gengiva (KURITA-OCHIAI et al.,
1997; POLLANEN et al., 1997; SORKIN e NIEDERMAN, 1998). Apds a ingestéao e
mastigacdo dos alimentos, as bactérias da cavidade oral produzem os AGCC,
cujas concentragdes maximas sao alcangadas rapidamente (5 a 10 minutos), que
permanecem associados a particulas de comida retidas na denticao (KASHKET et
al., 1996). O acumulo de AGCC ap0és ingestdo de alimentos e / ou a aplicagéao
direta desses acidos graxos na gengiva causam aumento significativo da
temperatura subgengival e da migragcédo de neutréfilos para o tecido sugerindo que

o acetato, propionato e butirato produzidos na cavidade oral estdo, ao menos em
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parte, envolvidos nos efeitos inflamatérios de alimentos ingeridos sobre a gengiva
(NIEDERMAN, ZHANG et al., 1997; KASHKET et al., 1998).

Os AGCC produzidos no TGI, além de constituirem fonte energética
importante para diferentes células do organismo, também modulam a expressao
de genes (OGAWA et al., 2003; RANGANNA et al., 2003; WEBER e KERR, 2006),
ativacao de fatores de transcricdo (SEGAIN et al., 2000; ZAPOLSKA-DOWNAR et
al., 2004), diferenciagdo, maturagdo e ativagcdo de células (BOHMIG et al., 1999;
MILLARD et al.,, 2002). Esses compostos modulam diferentes aspectos da
fisiologia gastrintestinal como a liberagao de horménios (peptideo Y) (SAMUEL et
al., 2008) e absorcao de eletrdlitos e agua (BINDER e MEHTA, 1989). Outros
processos como adipogénese/lipolise (GE et al, 2008) e a resposta

imune/inflamatdria também sao alvo da acdo dos AGCC.

Tabela 1 - Concentragdo dos AGCC no organismo.

Acetato Propionate Butirato Referéncias
lleo (mmol/Kg) 8 1,5 2,4
(CUMMINGS et al.,
Ceco (mmol/Kg) 70 25 26

1987)
Colon (mmol/Kg) 43 - 64 14 - 27 15-25

(CUMMINGS, POMARE
et al., 1987; WOLEVER,
JOSSE et al., 1997;
Plasma (uM) 58 - 230 3-15 1-28 WOLEVER, SCHRADE
et al., 2002; VOGT,
ISHII-SCHRADE et al.,
2004; ZHAO et al., 2007)

Fluido do suco
(NIEDERMAN, BUYLE-

gengival (individuos nq 0,8-9,4 0,2-2,6
BODIN et al., 1997)

com periodontite) (mM)

Saliva
(individuos sem 31,4 -307,0 5,9-69,2 0-29 (SILWOOD et al., 2002)
periodontite) (mM)

Abreviaturas: ndo quantificado (nq).
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1.2 Processo inflamatério

A inflamagdo € o mecanismo basico de que o organismo, particularmente
os tecidos vascularizados, dispde para o reparo tecidual apds injuria. Esse
processo consiste em uma cascata de eventos celulares e microvasculares,
organizados temporalmente, com a finalidade de retirar o estimulo agressor, seja
este de carater infeccioso ou ndo, degradar o tecido lesado e recuperar a sua
integridade. A inflamacédo envolve a interagcdo entre diferentes tipos celulares,
dentre eles os leucdcitos e as células endoteliais, sendo reconhecida pelos sinais
clinicos classicos: tumor, calor, rubor, dor e, eventualmente, perda de funcao
(LEY, 2001; SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A inflamacgao é classicamente categorizada, de acordo com seu periodo de
duragdo, em: aguda e crbnica. A inflamagao aguda € uma resposta rapida e curta
(minutos a dias) caracterizada por acumulo de fluido, plasma e granulécitos, e
crbnica, com duragdo mais prolongada, influxo de linfécitos e macréfagos e
proliferacdo de fibroblastos. Apesar de o processo inflamatério ser iniciado por
diferentes tipos de estimulos, as alteragdes desencadeadas pela ativacao inicial
sdo em geral as mesmas e envolvem:

- vasodilatacido, que ocorre apdés um breve periodo inicial de
vasoconstricdo e leva a um aumento da perfusao sanguinea do tecido (calor
e rubor);

- aumento da permeabilidade vascular: as células endoteliais das veias
se contraem e aumentam o espacgo intercelular, facilitando a passagem de
proteinas plasmaticas (tumor);

- ativagcdo e recrutamento de leucécitos: diferentes mediadores
quimicos (dentre eles os derivados lipidicos e quimiocinas) liberados pelas
células endoteliais, macréfagos e fibroblastos, ativam os leucécitos,
particularmente, no inicio do processo, os neutrofilos, que atravessam o
endotélio e sob a acdo de fatores quimiotaticos se dirigem ao local da

inflamacéo;
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- febre, que decorre da agao de compostos enddgenos, produzidos em
resposta ao estimulo inicial, como as citocinas, ou mesmo compostos
exdgenos, por exemplo, o componente da parede de bactérias gram-
negativas, lipopolissacarideo (LPS), os quais atuam sobre os mecanismos
hipotaldmicos reguladores da temperatura corporal.

Caso nao haja a total retirada do agente iniciador do processo inflamatério,
este pode prosseguir e expandir o seu repertorio de mediadores quimicos e
componentes celulares, levando ao processo inflamatério crénico (LEY, 2001).

Os leucdcitos sao particularmente importantes no processo inflamatério
uma vez que sao as ceélulas responsaveis pela destruicdo e remogao de
patdgenos, no caso em que a inflamacgéo é decorrente da presenga ou agédo de
um agente infeccioso. Além disso, liberam mediadores quimicos que estimulam o
crescimento celular e a regeneragéo tecidual (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Os neutrdfilos sdo produzidos em humanos adultos na medula 6ssea a
partir de células precursoras denominadas mieloblastos. Estas células passam por
processo de diferenciagdo e maturagdo altamente regulado por diferentes fatores
como citocinas, fatores de crescimento e hormdnios, além da estreita relagcao
célula-célula e célula-estroma. Os neutréfilos constituem de 40 a 50% da
populacao de leucécitos circulantes em humanos adultos. Morfologicamente, séao
caracterizados em humanos como células esféricas que apresentam de 12 a 15
Mm de didmetro, com nucleo segmentado em 3 a 5 Iébulos. Apresentam em seu
citoplasma quatro tipos de granulos:

- azurdfilos ou primarios, que possuem ampla gama de enzimas com
acao antimicrobiana, por exemplo, a mieloperoxidase, catepsina, elastase,
proteinase-3 e lisozima,

- especificos ou secundarios, granulos que, assim como 0s primarios,
contém substancias antimicrobianas dentre elas a lisozima e os quelantes de ferro
e cobre (lactoferrina e transcobalamina),

- terciarios, granulos que sao caracterizados por, assim como no caso
dos secundarios, serem peroxidase negativos (auséncia de mieloperoxidase em

seu interior) e constituirem importante fonte de proteinas que degradam a matriz
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extracelular (por exemplo, a metaloprotease-9) e de receptores de membrana
necessarios durante o processo de extravasamento e diapedese dos neutrofilos
(dentre eles o receptor de fMLP (FPR) e CD11b),

- vesiculas secretorias, que constituem um pool de reserva de
receptores de membrana, que sao incorporados a membrana plasmatica apoés a
liberacdo do granulo. Dentre os receptores abundantes nessas vesiculas vale
ressaltar as B2-integrinas, CD14, CD16 e o FPR (SEGAL, 2005).

1.2.1 Migragao dos leucdcitos durante o processo inflamatério

Uma etapa fundamental do processo inflamatério € a migracdo dos
leucécitos da circulagdo sanguinea para o tecido inflamado. O recrutamento de
leucocitos ocorre via interagao entre moléculas de adesao presentes nos mesmos
e nas células endoteliais e de quimioatraentes enddgenos (por exemplo,
leucotrieno-B4 e interleucina-8) ou exégenos (por exemplo, formil metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP)), com seus respectivos receptores nos leucocitos.

Trés familias de moléculas de adesdo participam do recrutamento dos
leucécitos:

- Selectinas — glicoproteinas de membrana com dominio distal semelhante
a lectina que interagem com grupos especificos de carboidratos. Essa classe de
moléculas de adesdo € particularmente importante no inicio das interacdes
leucocitos-endotélio. Os leucocitos expressam a L-selectina (CD62L), enquanto
que as células endoteliais, quando ativadas, expressam P-selectina (CD62P) e E-
selectina (CD62E). A interagao das selectinas presentes nessas células com seus
respetivos ligantes diminui a velocidade dos leucdcitos, o que aumenta a
probabilidade de ativagdo dessas células pelos quimioatraentes presentes na
camada endotelial e consequente adesao via integrinas (PETRI et al., 2008).

- Integrinas — sao proteinas heterodiméricas contendo duas cadeias a e .
Sao receptores que permitem a interacdo intercelular e de células com
componentes da matriz extracelular. Uma das maneiras de categorizar essas
proteinas é separa-las de acordo com o tipo de cadeia B. As B1-integrinas séo

expressas em diferentes células e estdo envolvidas na interagao célula-matriz
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extracelular (colageno e fibronectina, por exemplo). Ja as P2-integrinas sao
expressas nos leucdcitos e interagem com as moléculas de adesao intercelular
(ICAMs) expressas no endotélio. A interacdo entre as B2-integrinas e as ICAMs
permite a adesao firme dos leucdcitos ao endotélio.

Durante o processo inflamatério, ha inducdo de moléculas de adesao no
endotélio e leucdcitos, além da producédo e liberacdo de quimioatraentes por
macrofagos e outros tipos celulares, culminando na passagem de grande numero
de leucdcitos, inicialmente neutrdfilos e depois mondcitos, da circulagao
sanguinea para os tecidos. A migracado de leucdcitos do sangue para os tecidos
nao ocorre da mesma maneira nos diferentes tecidos do organismo. Por exemplo,
sabe-se que nos pulmdes o processo independe do rolamento inicial, enquanto
que em outros tecidos como mesentério essa etapa é fundamental. Além disso,
diferentes agentes indutores de migracdo (quimiocinas ou compostos liberados
apos a lise celular) podem desencadear a migracéo de leucdcitos por mecanismos
distintos. Por exemplo, a migragdo de leucdcitos para os tecidos pode ocorrer
predominantemente pela via transcelular (passando pelo interior das células
endoteliais) ou paracelular (via jungcdes entre as células endoteliais) dependendo
do tipo de quimiocina liberado no local do processo inflamatério (PETRI,
PHILLIPSON et al., 2008).

O paradigma de migracao leucocitaria conforme apresentado na Figura 2
consiste de uma etapa incial, nas quais os leucécitos rolam sobre a superficie
endotelial (processo dependente da interagdo de selectinas e B2-integrinas com
seus ligantes), sdo ativados por citocinas e outros mediadores “apresentados”
pelas células endoteliais, aderem firmemente ao endotélio e, posteriomente,

realizam a migragao transendotelial.
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» Fluxo do sangue

Contato inicial e rolamento Ativagao Adesao firme Transmigragao
Ligantes de selectina e Receptores Integrinas (B2- e Integrinas Leucoécito
a4 integrina acoplados a a4-integrina)
proteina G
Selectinas e CAMs Qumiocinas  CAMs (p.ex. ICAM CAMs, JAMs, Endotélio
1e2,VCAM) ESAM, CD99

Figura 2. Esquema geral da interacdo entre endotélio e neutrdfilos durante o
recrutamento desses para o foco inflamatério. Abreviaturas: moléculas de
adesao celular (CAMs), moléculas de adesao intercelular (ICAM), moléculas
de adeséo celular vascular (VCAM), molécula de adeséo juncional (JAM),
molécula de adesdo especifica de células endoteliais (ESAM).

Devido ao fato das moléculas de adesao (selectinas, integrinas e ICAMs)
serem essenciais ao processo de migragao leucocitaria, elas tém sido amplamente
estudadas como possiveis alvos para o desenvolvimento de novas classes de
drogas antiinflamatorias (MACKAY, 2008).

1.2.2 Mecanismos efetores dos neutrofilos

Neutrofilos destroem microrganismos basicamente através de dois
mecanismos: 1) retirando fatores essenciais ao crescimento das bactérias (acao
de enzimas como a lactoferrina, lipocalina-2 e transcobalamina) e 2) liberando
compostos tdéxicos as mesmas (producdo de espécies reativas, liberagao de
proteases e outras enzimas com acao microbicida) (SEGAL, 2005; NATHAN,
2006). Além disso, os neutréfilos induzem a migragao de outras células para o
foco inflamatério (mondcitos, células apresentadoras de antigenos (APC) e

linfécitos), que contribuem para a destruicdo do microrganismo (NATHAN, 2006).
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O complexo NADPH oxidase apresenta participacao essencial no Killling de
microrganismos. O complexo enzimatico responsavel pela producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO) é mantido inativo. Quando o neutrdéfilo é ativado, os
componentes citossdlicos (p40P"*, pd7P"* pB7P"* e Rac) e de membrana
(Rap1A e citocromo bsss, complexo p22°"* e gp91°"®) desse sistema sdo
reorganizados (Figura 3). Com a ativagao da célula, que pode ocorrer por agao de
diferentes estimulos (por exemplo, acetato de forbol miristato (PMA), formil metil-
leucil-fenilalanina (fMLP), leucotrieno-B4 ou particulas opsonizadas) e envolver
diferentes vias de sinalizagdo, como a da proteina G (fMLP) ou a ativacao direta
da proteina quinase C (PMA), as proteinas p47°"* e p67°"* sao fosforiladas pela
proteina quinase C (PKC) e as subunidades citossolicas migram para a

membrana, onde se associam ao citocromo bssg (BABIOR, 1999).

A associagado do citocromo bssg com 0s componentes citossolicos torna a
oxidase ativa, que catalisa a transferéncia de elétrons do NADPH para o oxigénio
molecular gerando superéxido (BABIOR, 1999; SHEPPARD et al., 2005) (Figura
3).

HzOz <= 02' OZ

NADPH oxidase

gp9
gp22

@

@ OPC;
HO I [ p40 4
@ NADPH NADP* + H*

Figura 3. Acoplamento dos componentes do sistema NADPH oxidase apds ativagao dos
neutroéfilos. Fonte: modificado de BABIOR, 1999.
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O superoxido formado é rapidamente convertido espontaneamente ou via
acao da superoxido dismutase (SOD) e mieloperoxidase (principalmente, no caso
dos neutrdéfilos) a espécies reativas de oxigénio (ERO) mais toxicas tais como:
acido hipocloroso (HOCL) e radical hidroxila (OH") (SEGAL, 2005).

Neutrofilos também possuem a isoforma induzivel da enzima 6xido nitrico
sintase (INOS ou NOS 2), que, apdés o processo de ativagdao da célula por, por
exemplo, intérferon-y (IFN-y), lipopolissacarideo (LPS) ou fator de necrose tumoral
(TNF), converte L-arginina a L-citrulina e 6xido nitrico (NO). O NO é um dos
principais mecanismos antimicrobianos de macrofagos e neutréfilos. Essa
molécula reage com ERO (Figura 4) dando origem a compostos extremamente
toxicos, como o peroxinitrito (ONOO-), que oxidam grupamentos SH, lipideos e
DNA e, dessa forma, exercem efeito toxico (BECKMAN et al., 1990;
MACMICKING et al., 1997).

O oxido nitrico pode afetar diversas respostas celulares e sua producéo por
fagécitos tem fungao importante no processo de killing de microrganismos, na
destruicdo de células tumorais e no controle da proliferagao de linfocitos durante a
resposta imune (MACMICKING, XIE et al., 1997). Vale ressaltar que, assim como
as ERO (particularmente, o peroxido de hidrogénio), o NO atua como sinalizador
intercelular, regulando a expressao de receptores de membrana, proteinas
ligadoras de GTP, canais ibnicos, fatores de transcricdo e tirosinas quinases
(FIALKOW et al., 2007).
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Figura 4. Possiveis espécies oxidantes produzidas pelos neutréfilos humanos apés
ativacao do sistema NADPH oxidase (HAMPTON et al., 1998).
Abreviaturas: mieloperoxidase (MPO), superoxio dismutase (SOD).

Neutrofilos foram por muito tempo considerados células sem atividade
transcricional e com reduzida capacidade de sintese de proteinas. Acreditava-se
que apenas participavam do processo inflamatério realizando fagocitose e
destruicdo de microrganismos via producao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e desgranulagdo. Entretanto, essa vis&o reducionista da ag&o dos
neutrofilos no processo inflamatério mudou com a demonstracdo de que os
mesmos produzem diversas citocinas. Atualmente sabe-se que, durante a
inflamacao, os fagdcitos migram para o local inflamado, produzem e secretam
diversas citocinas e mediadores lipidicos que modulam sua fung¢do e a de outras
células como linfocitos e células endoteliais (CASSATELLA, 1995).

Apesar de os neutrofilos produzirem menos citocina por célula do que os
macrofagos, se considerarmos o processo inflamatérios agudo, no qual ha
predominio inicial de neutrdfilos, essas células constituem fonte importante de
citocinas. Os neutrofilos produzem diversas citocinas cuja principal agao é recrutar
leucécitos para o foco inflamatério (quimiocinas) como interleucina-8 (IL-8 ou
CXCL8), proteina inflamatéria de macrofagos (MIP-2a ou CXCL2) e citocina
indutora de quimiotaxia de neutréfilos (CINC ou CXCL3), que recrutam,
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principalmente, neutrdéfilos; proteina de 10 KDa induzida por intérferon (IP10 ou
CXCL10), monocina induzida por intérferon (MIG ou CXCL9) e quimioatraente de
células T induzido por intérferon (ITAC ou CXCL11) , cujo principal alvo sdo os
linfécitos Th1; e as MIPs-1a (também conhecida como CCL3) e -13 (CCL4), que
tém acao mais ampla (eosindfilos, basofilos e mondcitos) (SCAPINI et al., 2000).
Além disso, essas células também constituem fonte importante de citocinas proé-
inflamatorias como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 B (IL-13) e
antiinflamatorias como antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra), fator de
crescimento tumoral-B (TGF-B) e interleucina-10 (IL-10) (CASSATELLA, 1995).
Macrofagos e neutréfilos reconhecem estruturas presentes em
microrganismos, denominadas PAMP (padrées moleculares associados a
patdgenos). Dentre os PAMP vale ressaltar o lipopolissacarideo (LPS). Esse
componente da parede celular de bactérias gram-negativas interage com
receptores presentes na membrana celular de neutréfilos e macréfagos (CD14 e
receptor Toll like-4/MD-2), que ativam diversas vias de sinalizagao intracelular e
fatores de transcricdo como o fator nuclear kappa B (NFkB), culminando em
intensa produgao e liberagcdo de citocinas (PALSSON-MCDERMOTT e O'NEILL,
2004). O fator de transcricdo NFkB modula a expressao de diversas proteinas

envolvidas no processo inflamatério (Tabela 2).
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Tabela 2 - Genes regulados pelo NFkB. Fonte: modificado de Neurath et al., 1998.

Citocinas e fatores de crescimento TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, intérferon-
B, GM-CSF e G-CSF

Moléculas de adesao ELAM, VCAM-1
ICAM-1, E-selectina
Fatores de transcrigao c-rel
c-myc
Outros iINOS, transportador de peptideos TAP-

1, cadeias a e p do TCR

Abreviaturas: fator estimulator de colbnias granulo- monociticas (GM-CSF), fator
estimulator de colbnias granulociticas (G-CSF), forma induzida da 6xido nitrico sintetase,
(iNOS), molécula de adesdo intercelular (ICAM), molécula endotelial de adeséo
leucocitaria (ELAM), molécula de adesdo vascular (VCAM), receptor de linfécitos T (TCR).

1.3 Efeitos dos AGCC sobre o processo inflamatério

O interesse inicial a respeito do efeito dos AGCC no processo inflamatério
surgiu do fato de que a ingestdo de fibras reduz a incidéncia de doencas
inflamatérias no TGIl. Posteriormente, mostrou-se que esse efeito benéfico se
devia aos AGCC gerados no processo de fermentagédo das fibras e que o uso de
enemas ou outras formas farmacéuticas contendo esses acidos graxos pode ser
benéfico em condi¢des inflamatdrias do TGl (WONG et al., 2006). Além dos
trabalhos que focavam no efeito dos AGCC como agentes antiinflamatorios, outros
grupos sugeriram que esses acidos graxos, 0s quais sao produzidos em altas
quantidades por bactérias anaerdbias causadoras de periodontites (por exemplo,
bactéria Porphyromonas gingivalis) e iniciariam e ou intensificariam o processo
inflamatorio na cavidade oral (NIEDERMAN, BUYLE-BODIN et al., 1997;
NIEDERMAN, ZHANG et al., 1997).

A maior parte dos estudos realizados com AGCC utilizou células isoladas
para avaliar a acao desses compostos (SEGAIN, RAINGEARD DE LA BLETIERE
et al., 2000; MILLARD, MERTES et al.,, 2002; RODRIGUEZ-CABEZAS et al.,
2002; HUUSKONEN et al., 2004; WEBER e KERR, 2006). Os AGCC atuam sobre
diferentes tipos celulares envolvidos no processo inflamatério e resposta imune e

podem ser moduladores importantes do processo in vivo, tendo acgbes pro-
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(NIEDERMAN, BUYLE-BODIN et al, 1997; BOCKER et al, 2003) e
antiinflamatorias (RODRIGUEZ-CABEZAS, GALVEZ et al., 2002; HUUSKONEN,
SUURONEN et al., 2004; DIANZANI et al., 2006), dependendo da fungao e tipo
celular analisados.

Com relagdo aos neutrdfilos, os AGCC causam: alteracdo do pH
intracelular, mobilizagao de calcio intracelular, produgado de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, fagocitose e killing de microrganismos e distribuicdo de
proteinas do citoesqueleto (EFTIMIADI et al., 1987; ROTSTEIN et al., 1989;
TONETTI et al., 1991; BRUNKHORST et al., 1992; ROTSTEIN, 1993; NAKAO et
al., 1998). A acado dos AGCC sobre fagdcitos € até certo ponto paradoxal uma vez
que alguns parametros funcionais sao inibidos como, a desgranulagédo
(EFTIMIADI, BUZZI et al., 1987) e a capacidade fagocitica e de destruicdo de
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus (EFTIMIADI, BUZZI et al.,
1987; ROTSTEIN, VITTORINI et al., 1989), enquanto outros, como alteracédo no
estado da actina, mobilizacdo de calcio e mudangas no metabolismo de oxigénio,
sao ativados (EFTIMIADI, BUZZI et al., 1987; TONETTI, CAVALLERO et al., 1991;
BRUNKHORST, KRAUS et al.,, 1992; NAKAO, MORIYA et al., 1998). Esse
paradoxo pode ser explicado em parte devido ao fato dos AGCC atuarem sobre
essas células por diferentes mecanismos e de diferengas técnicas entre os
estudos. Por exemplo, enquanto em alguns trabalhos os AGCC sao utilizados
isoladadamente, em outros, o sobrenandante de culturas de bactérias anaerdbias,
que contém os diferentes AGCC, sdo empregadas.

O butirato é o acido graxo de cadeia curta mais estudado. Esse AGCC
altera a producédo e liberagdo de citocinas pré- e antiinflamatoérias, regula o
processo de apoptose e diferenciacdo, maturacdo e funcdo de leucdcitos,
particularmente, dos mondcitos/macrofagos (CHAKRAVORTTY et al., 2000;
SAEMANN et al., 2000; PARK et al., 2007). Esse AGCC inibe a producao de
citocinas proé-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-12) e Oxido nitrico e aumenta a
liberagdo de IL-10 (citocina com agdes antiinflamatérias) por macréfagos
(CHAKRAVORTTY, KOIDE et al., 2000; SAEMANN, BOHMIG et al., 2000; PARK,

LEE et al.,, 2007). Um dos mecanismos envolvidos nessas ag¢des parece ser a
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inibicdo da ativacédo do fator de transcricdo NFkB (CHAKRAVORTTY, KOIDE et
al., 2000; PARK, LEE et al., 2007).

Recentemente, em trabalho realizado com mondcitos isolados do sangue
de humanos e tratados com acetato, propionato ou butirato in vitro, mostrou-se
que esses AGCC sao capazes de estimulam, tanto na presengca quanto na
auséncia de LPS, a producao de prostaglandina E2 (PGE2), sem qualquer efeito
sobre a producédo de outros mediadores lipidicos como prostaciclina 12 (PGI2),
tromboxano B2 (TXB2) e leucotrieno B4 (LTB4) (COX et al., 2009). Esse efeito foi
abolido pela toxina pertussis (inibidor de proteina Gi) e inibidor da ciclooxigenase 1
(COX-1), evidenciando que outros mecanismos participam na agao dos AGCC em
leucocitos.

Os AGCC modificam diferentes aspectos funcionais de linfocitos:
proliferacdo de células T: o butirato inibe a proliferacao de linfocitos em resposta a
diferentes estimulos, como a concanavalina- A e anticorpo monoclonal anti-CD3
(BOHMIG, KRIEGER et al.,, 1999; CAVAGLIERI et al., 2003); produgdo de
citocinas: o butirato in vitro reduz a liberagdo de interleucina-2 (citocina que
estimula a proliferacao, diferenciagao e sobrevivéncia de linfécitos T) e intérferon-y
(IFN-y), que tem agdes imunomodulatérias, sendo, particularmente, importante na
resposta a infecgao viral, células tumorais e em condi¢gdes auto-imunes. Por outro
lado, o butirato apresenta efeitos opostos sobre a producdo de citocinas
antiinflamatorias como interleucina-10 (IL-10) por linfécitos (CAVAGLIERI,
NISHIYAMA et al., 2003).

Em neutrdfilos, o efeito dos AGCC sobre a produgdao de mediadores
inflamatorios foi investigado apenas em um estudo (TEDELIND et al., 2007). Os
autores mostraram que nao apenas butirato, mas também acetato e propionato
inibem a producdo de TNF-a por neutrdfilos. Contudo, os mecanismos envolvidos
nesse efeito ndo foram avaliados em neutréfilos (TEDELIND, WESTBERG et al.,
2007).

Além de afetarem a producdo de mediadores inflamatérios por neutroéfilos,
os AGCC também podem modificar o recrutamento dessas células para o

processo inflamatério uma vez que alteram a expressao de moléculas de adeséao
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expressas nas células endoteliais (ZAPOLSKA-DOWNAR, SIENNICKA et al.,
2004; MILLER et al., 2005) e induzem in vitro a quimiotaxia de neutréfilos (LE
POUL et al.,, 2003). Os AGCC tém fungdo importante no recrutamento de
neutrofilos para o TGl durante doenca inflamatéria intestinal. A ativagcdo do
receptor de membrana GPR43, o qual sera discutido no proximo tépico, pelos
AGCC também pode regular o recrutamento e resolugéo do processo inflamatorio
em diferentes condigbes como artrite reumatoide e asma (MASLOWSKI et al.,
2009; SINA et al., 2009).

1.3.1 Mecanismos de agao dos AGCC em leucécitos

Dentre os mecanismos propostos para as agdes dos AGCC em leucdcitos
estd a inibicdo de histonas desacetilases (HDAC) e a ativagdo do receptor de
membrana GPR43.

O DNA nuclear encontra-se envolto por uma estrutura formada por
proteinas denominadas histonas (duas moléculas de cada subunidade H2A, H2B,
H3 e H4). Uma das estratégias utilizadas para modificar a expresséo génica em
células eucaridticas envolve alteracdo do estado das histonas, sendo que a
acetilacdo e a desacetilacdo dessas proteinas sdo um dos mecanismos
importantes nesse controle.

No nucleo, existem enzimas denominadas histonas acetilases (acetila as
histonas) e histonas desacetilases (retira o grupamento acetil das histonas) que
regulam o estado das histonas com relacdo a acetilagdo. A acetilagdo das
histonas em geral esta relacionada com aumento da expressao génica, contudo, a
hiperacetilagdo também pode levar a supressado da expressdo de certos genes
(KIM et al., 2001; TONG et al.,, 2004). Isso em parte é devido ao fato de que
proteinas nao-histonas, particularmente, fatores de transcricdo, também sé&o
reversivelmente acetilados, processo esse que pode modular as suas fungdes
(KIM, KWON et al., 2001; YU et al., 2002; TONG, YIN et al., 2004). Um dos fatores
de transcrigdo cuja atividade é em parte regulada pela acetilagdo € o NFkB que
conforme descrito anteriormente possui participagdo destacada no processo

inflamatdrio. A acetilagdo desse fator de transcricao regula diversas propriedades
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do mesmo, como a capacidade de ligacdo a seu elemento responsivo no DNA e
de ativar a transcrigao de genes, além de modular a ligacdo do NFkB ao IkBa e
com isso a sua inativagao (CHEN et al., 2003; KIERNAN et al., 2003).

Os AGCC, principalmente butirato, mas também propionato inibem as
histonas desacetilases (HDAC) e com isso aumentam a acetilacdo de histonas
(BENJAMIN e JOST, 2001; HINNEBUSCH et al.,, 2002). Além dessa agao,
diversos grupos (SEGAIN, RAINGEARD DE LA BLETIERE et al.,, 2000;
ZAPOLSKA-DOWNAR, SIENNICKA et al., 2004; PARK, LEE et al.,, 2007;
STEMPELJ et al.,, 2007) mostraram que ambos acidos graxos modulam a
atividade do fator NFkB, o que pode decorrer ou nao da inibicao de HDAC.

Outro mecanismo pelo gual os AGCC podem atuar em leucécitos € via
ativacado do receptor de membrana GPR43. Esse receptor pertence a familia de
receptores acoplados a proteina G inicialmente descrita por Swazdargo et al.
(1997). Dessa familia também fazem parte os receptores GPR 40, 41 e 42
(SAWZDARGO et al., 1997). O receptor GPR 43 é expresso em leucdcitos,
principalmente em neutrofilos e em menor abundancia em células mononucleares
do sangue, mondcitos e linfécitos (BROWN et al., 2003; LE POUL, LOISON et al.,
2003; NILSSON et al., 2003), sendo ativado pelos AGCC (BROWN,
GOLDSWORTHY et al., 2003; LE POUL, LOISON et al., 2003; HONG et al.,
2005).

O GPR43 estad acoplado, ndo apenas a proteina Gi/o, mas também a
proteina Gq. A ativagéo da proteina Gi/o leva a diminuicao das concentragdes de
AMP ciclico por inibicao da adenilato ciclase (algumas isoformas nao sao inibidas)
e ativacdo dos GIRK (canais de potassio regulados pela proteina G). A proteina
Gq ativa a fosfolipase C, levando a formagao do inositol trisfosfato e diacilglicerol,
0s quais aumentam as concentragdes intracelulares de calcio e ativam a proteina
quinase C, respectivamente (BROWN, GOLDSWORTHY et al., 2003; LE POUL,
LOISON et al.,, 2003; HONG, NISHIMURA et al., 2005). Le Poul et al. (2003)
sugerem que a ativagdo do GPR43 é responsavel pelas agbes dos AGCC sobre

os neutrdfilos (quimiotaxia) e que esse receptor apresenta fungao similar a do
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receptor de fMLP no recrutamento de leucdcitos para o local da infeccdo e
ativacdo dos mesmos.

A farmacologia do GPR43 e sua distribuigdo especifica em neutrdéfilos
sugerem que este deve atuar no inicio do processo inflamatério, com possivel
envolvimento em doengas inflamatérias, principalmente do TGl (LE POUL,
LOISON et al., 2003; SINA, GAVRILOVA et al., 2009).

1.4 Justificativa para a realizagao do estudo

Os AGCC apresentam importantes ag¢des imunorregulatorias, as quais
podem ter implicagbes fisiologicas, particularmente, no TGl, e em condi¢des
patolégicas (infecgdes por bactérias anaerdbias). Contudo, ndo ha trabalhos
conclusivos sobre o efeito desses acidos graxos em neutrofilos e os mecanismos
envolvidos. A elucidagdo dos mecanismos de acdo dos AGCC sobre neutrdfilos,
particularmente na producdo de mediadores inflamatdrios e quimiotaxia, pode ser
a base para o entendimento da agao desses compostos em processos patologicos
€ 0 passo inicial no desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento de

doencas inflamatorias.



2 OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram:

- avaliar in vitro o efeito dos AGCC (acetato, propionato e butirato)
sobre a produgdo de mediadores inflamatérios por neutréfilos (ERO, citocinas
(TNF-a, IL-1B e CINC-2ap) e 6xido nitrico), capacidade de fagocitose e destruicao
de C.albicans;

- analisar os efeitos dos AGCC sobre o recrutamento de neutrofilos;

- estudar os mecanismos envolvidos como, modulacéo da ativacédo do
fator de transcricdo NFkB, inibicdo de histonas desacetilases e a participacdo do

receptor GPR43 no efeito quimiotatico desses compostos sobre neutrdfilos.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Preparo das solugoes de acidos graxos de cadeia curta

Os acidos graxos de cadeia curta, acetato, propionato e butirato, obtidos da
Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EUA), foram diluidos em solugdo tamponada
de fosfato (PBS). Apos a diluicdo, o pH das solugdes foi ajustado para 7,4 com
solucao 10 N de hidroxido de sodio. As solugdes foram esterilizadas por filtragao
(filtros de 0,22 um).

3.2 Obtencao de neutréfilos

A maior parte dos experimentos foi realizada com neutrofilos obtidos de
ratos apos adminitracdo de glicogénio (item 3.2.1). Entretanto, no caso dos
experimentos de quimiotaxia (técnicas da camara EzTaxiscan® e o sistema
transwell), utilizou-se neutrofilos isolados da medula 6ssea de camundongos,
conforme descrito na secado 3.2.2, uma vez que essas técnicas nao apresentaram

resultados satisfatérios quando realizadas com neutréfilos de ratos.

3.2.1 Isolamento de neutréfilos de rato apos administracao i.p. de solugao de
glicogénio de ostra

Ratos Wistar machos pesando 180 + 20 gramas foram obtidos do Biotério
do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo. Os ratos foram mantidos a temperatura de 23 °C, sob
ciclo claro: escuro de 12 horas e tiveram acesso ad libitum a ragédo e agua.

Para obtencéo dos neutrdéfilos, injetou-se, intraperitonealmente, solugéo de
glicogénio de ostra (Sigma, Tipo Il) a 1% em PBS e, apds 4 horas, os ratos foram
sacrificados por decapitagdo. A coleta das células foi realizada lavando-se a
cavidade peritoneal com cerca de 40 mL de PBS estéril. Em seguida, as células
foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C. Descartou-se o
sobrenadante e as células foram ressuspensas e mantidas em solugao hipoténica
de cloreto de aménio (lise das hemaceas) por 10 minutos a 4 °C. Apds essa
etapa, as células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos a 4 °C, lavadas
com PBS e, posteriormente, ressuspendidas em meio RPMI 1640 enriquecido

com 10% de soro bovino fetal, glutamina 2 mM, tamponado com bicarbonato de
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sédio 24 mM, HEPES 20 mM e adicionado de antibiéticos (100 U/mL de penicilina
e 100 ug/mL de estreptomicina). A contagem celular foi realizada em camara de
Neubauer utilizando liquido de Turk como diluente.

Utilizando o procedimento acima descrito, obtivemos preparagdes ricas em

neutrofilos (>95% das células) conforme analisado por microscopia convencional
(Figura 5).

Figura 5. Foto das células coletadas do peritdneo 4 horas ap6s administragdo de
glicogénio de ostra (aumento de 400x).

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (protocolo n° 51).

3.2.2 Isolamento de neutroéfilos da medula 6ssea de camundongos
Camundongos C57/Black machos foram obtidos do Biotério do Babraham
Institute (Universidade de Cambridge, Cambridge, UK). Os camundongos foram
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mantidos a temperatura de 23 °C, sob ciclo claro: escuro de 12 horas, tiveram livre
acesso a racao e agua. O sacrificio dos animais foi realizado em camara de CO,
de acordo com procedimentos aprovados pela Comissdo de Etica do Babraham
Institute (Cambridge, UK).

Apo6s o sacrificio, coletou-se os ossos fémur e tibia dos animais. Os
musculos e epifises dos ossos foram retirados e a cavidade 6ssea foi lavada com
1 mL de solugdo tamponada de Hanks (HBSS) sem calcio ou magnésio
(suplementado com 0,05% de BSA livre de acido graxos e HEPES 15 mM, pH
7,2). A medula 6ssea foi homogeneizada (descartou-se grumos pesentes na
preparagdo) e centrifugada (1200 rpm, 4 °C, 10 minutos). No caso dos
experimentos com transwell, as células foram ressuspensas em tampao HBSS
com calcio e magnésio e utilizadas diretamente conforme procedimento descrito
no item 3.15.1. No caso dos experimentos de quimiotaxia com a camara
EzTaxiscan® (item 3.15.2), procedeu-se a purificagcdo dos neutréfilos, conforme
descrito abaixo.

As células foram ressuspendidas em 3 mL de HBSS sem calcio ou
magnésio, aplicadas em gradiente descontinuo de Percoll® (Sigma-Aldrich
Chemical Co (St Louis, MO, EUA)) (60%/70% percoll) e centrifugadas a 2400 rpm
durante 30 minutos a 4 °C. Os neutrdfilos foram coletados da interface entre os
gradientes 60% e 70% e diluidos em tampao HBSS sem calcio ou magnésio. As
células foram lavadas 3 vezes a 1200 rpm por 10 minutos e 4 °C com tamp&o
HBSS sem calcio ou magnésio. Apds a ultima lavagem, as células foram contadas
em camara de Neubauer, centrifugadas (1200 rpm, 10 minutos, 4 °C) e
ressuspensas em HBSS com célcio e magnésio na concentracdo de 5 x 10°
células/mL. A pureza de cada preparacdo foi obtida apds analise do
citocentrifugado corado da amostra e foi em torno de 60-80%. As células obtidas
por esse procedimento foram utilizadas para o ensaio de quimiotaxia na camara

EzTaxiscan® (secédo 3.15.2).
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3.3 Teste de citotoxicidade

Antes de iniciar os testes funcionais com os neutroéfilos, determinou-se as
concentragbes n&o toxicas dos AGCC. Os ensaios de determinagdo da
integridade de membrana e fragmentacdo de DNA foram realizados conforme
previamente descrito na literatura (NICOLETTI et al., 1991) e em artigos do grupo
(CURY-BOAVENTURA et al., 2006; CURY-BOAVENTURA et al., 2008).

Neutréfilos obtidos de ratos (secdo 3.2) foram colocados (6 x 10°
células/pogo) em placas de 24 wells e tratados com diferentes concentragbes de
acetato (Ac), propionato (Pr) e butirato (Bt) por 4 ou 18 horas. Apds o tratamento,
as células foram utilizadas para a avaliacdo de integridade de membrana e
fragmentacdo de DNA no citbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton Dickinson,
EUA).

3.3.1 Determinagao da viabilidade celular

A avaliagao da integridade de membrana foi realizada utilizando iodeto de
propidio (IP). Este € um composto fluorescente altamente soluvel em agua e que
nao atravessa membranas intactas, de modo que apenas nas células com perda
da integridade de membrana, o IP se intercala entre as bases do DNA. A
fluorescéncia foi detectada no canal FL2. Foram adquiridos 10.000 eventos por
amostra e a analise foi, posteriormente, realizada utilizando o programa Cell Quest
(Becton Dickinson, EUA).

Para a analise de integridade de membrana (viabilidade celular), as células
foram centrifugadas e o pellet foi ressuspenso em 500 yL de PBS, ao qual se
adicionou 50 pL de solugcédo de iodeto de propidio (IP) (20 pg/mL). As células

foram imediatamente analisadas no citdtmetro de fluxo.

3.3.2 Determinagao da fragmentacao de DNA

Para a analise da fragmentacdo de DNA, as células foram permeabilizadas
com Triton X-100, permitindo a entrada do iodeto de propidio (IP). Dependendo do
estado do DNA, fragmentado ou ndo, ha maior ou menor incorporagéo do IP a

este. A fluorescéncia foi detectada no canal FL2. Foram adquiridos 10.000
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eventos por amostra e a analise foi, posteriormente, realizada utilizando o
programa Cell Quest (BD Bioscience).

As células foram centrifugadas e o pellet foi ressuspenso em 300 pL de
solugdo hipotdnica contendo 50 pg/mL de IP, 0,1% de citrato de sodio e 0,1% de
Triton X-100. Os tubos foram cobertos com papel aluminio e incubados por 1 hora
a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras foram analisadas no

citbmetro.

3.4 Determinagao da producao de ERO por neutréfilos

A analise do efeito dos AGCC sobre a producédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) por neutrofilos foi realizada por trés técnicas: 1) técnica do
vermelho de fenol, que detecta predominantemente peréxido de hidrogénio (intra-
e extracelular); 2) técnica de quimioluminescéncia amplificada pela lucigenina,
utilizada na analise da produgao extracelular de superédxido e 3) determinagéo do

acido hipocloroso.

3.4.1 Determinagao da producgao de peréxido de hidrogénio (H.0y)

A determinagdo do peroxido de hidrogénio foi realizada segundo técnica
previamente descrita (PICK e KEISARI, 1980). O ensaio se baseia na oxidagao do
vemelho de fenol pelo peroxido de hidrogénio (H2.O,) mediada pela peroxidase. A
reacao leva a formacédo de um produto que apresenta absorbancia a 620 nm.

A técnica utilizando o vermelho de fenol permite a detec¢ao das ERO intra-
e extracelulares. Resumidamente, placas de 96 wells foram preparadas contendo
4 x 10° células por poco. Os neutrofilos foram incubados a 37 °C em PBS
suplementado com cloreto de calcio (1 mM), cloreto de magnésio (1,5 mM),
glicose (10 mM), vermelho de fenol (0,28 mM) e peroxidase de raiz forte
(horseradish peroxidase) tipo Il (1U/mL) por 30 minutos. Apds esse periodo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 10 pyL de solugao de hidroxido de soédio 1N
e a concentracédo de H,O, foi determinada por leitura da densidade 6tica a 620 nm
em espectrofotdmetro (Spectra MAX plus, Molecular Devices, CA, EUA). A

quantificacao foi realizada utilizando curva padrao de H,O; (5- 80 nM). A avaliagao
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da producéo de H,O, por neutrdfilos de rato foi realizada na presenga ou ndo de
dois estimulos: PMA (54 ng/mL) e fMLP (10® M). Foram utilizados controles
negativos contendo todos os componentes com excegéo das células, para avaliar

se havia alguma interferéncia nas determinagoes.

3.4.2 Determinacgao de superoxido (O;) pela técnica de qumioluminescéncia
amplificada pela lucigenina

A sonda lucigenina é especifica para avaliagdo da cinética de producgéo de
superéxido (GYLLENHAMMAR, 1987; HATANAKA et al., 2006). Essa técnica se
baseia na reducao da sonda, que ocorre na presenga de superoxido, e formagao
de um composto excitado (acridona), o qual ao retornar ao estado fundamental
emite luminescéncia.

Resumidamente, placas opacas (brancas) de 96 wells foram preparadas
contendo 4 x 10° células em 250 pL de PBS suplementado com CaCl, (1 mM),
MgCl, (1,5 mM) e glicose (10 mM). A produgao de superdxido foi monitorada,
apos a adicao de lucigenina (1 mM), no luminédmetro (EG&G Berthold Microplate
Luminometer, Berthold Technologies, Germany), por 60 minutos. Foram utilizados
controles negativos contendo todos os componentes exceto as células, para
avaliar se havia alguma interferéncia nas determinacdes. A analise dos resultados
foi realizada utilizando a integral das curvas obtidas ao longo do tempo para cada

uma das amostras.

3.4.3 Determinacgao da produgao de acido hipocloroso (HOCI)

A produgédo de acido hipocloroso (HOCI) por neutrofilos foi realizada de
acordo com técnica previamente descrita na literatura (DYPBUKT et al., 2005).
Resumidamente, o HOCI formado reage com taurina formando taurina cloroamina.
Em meio acido, na presenca de iodeto, a taurina cloroamina € oxidada, havendo a
formagdo de acido hipoiodoso (HOI), o qual oxida o croméforo 3,3'.5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB), gerando produto de coloragao azulada.

Os neutrdfilos (2 x 10° células) foram incubados a 37 °C em PBS

suplementado com cloreto de calcio (1 mM), cloreto de magnésio (1,5 mM),
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glicose (10 mM) e 5 mM de taurina na presenga dos AGCC. As células foram
estimuladas com PMA (54 ng/mL). Apds 30 minutos, a reacao foi interrompida
pela adicdo de 20 ug/mL de catalase e os tubos foram mantidos por pelo menos
10 minutos no gelo. As células foram precipitadas por centrifugagcéo (5 minutos a
12.000 rpm). Ao sobrenadante (200 uL) adicionou-se 50 uL de solugdo 2 mM de
TMB, 100 uM de iodeto de sodio e 10% de dimetilformamida em 400 mM de
tampao acetato (pH 5,4). Apos 5 minutos, a concentracdo de HOCI foi
determinada por leitura de densidade otica em espectrofotbmetro a 650 nm
(Spectra MAX plus, Molecular Devices, CA, EUA). A quantificagao foi realizada

utilizando curva padrao de acido hipocloroso (1 — 40 uM).

3.5 Avaliagido da fosforilagdo de p47°"°*
A analise do efeito dos AGCC sobre a fosforilagdo da proteina p47°"* foi
realizada utilizando anticorpo anti-p47 para a imunoprecipitacdo e quantificacido

pela técnica de Western Blotting com anticorpo anti-fosfoserina.

3.5.1 Extragao e quantificagcao de proteinas

Neutrdfilos (1 x 10células) foram incubados na presenca de acetato (25
mM), propionato (12 mM) ou butirato (12 mM) e PMA (54 ng/mL) por 30 minutos.
ApOs essa etapa, as células foram sonicadas em tamp&o de extragao (Trizma 100
mM, pH 7.5, EDTA 10 mM; NaF 100 mM; pirofosfato de sédio 10 mM;
ortovanadato de sddio 10 mM; fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF) 2 mM;
aprotinina 0,01 mg/mL) a 4 °C por 30 segundos. Triton X-100 foi adicionado na
concentragéo final de 1%. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente, foram centrifugadas a 12000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Aliquotas
(10 pL) do sobrenandante foram removidas para determinagdo de proteinas
(BRADFORD, 1976).

3.5.2 Imunoprecipitagao
Quantidades iguais de proteina de cada amostra (150 pg) foram incubadas

com anticorpo anti-p47°"* (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Ca, USA) na diluigdo 1:
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300 durante uma noite a 4 °C. Posteriormente, para a imunopreciptacao,
adicionou-se proteina A-Sepharose (Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO, EUA) por 4
horas a 4 °C. As amostras foram entdo submetidas a eletroforese e imunoblotting
com anticorpo anti-fosfoserina conforme previamente descrito (TOWBIN et al.,
1979).

3.5.3 Eletroforese em gel de poliacriamida (SDS-PAGE) e imunoblotting

Apos extracdo e quantificacdo, 30 ug de proteina foram submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida a 10% utilizando tamp&o de corrida (tris base 50
mM; glicina 0,38 M; EDTA 1,8 mM; SDS 0,1%). As proteinas fracionadas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, EUA) utilizando tampao de transferéncia (Trisma base 25 mM; glicina 192
mM; metanol 20%; SDS 0,02%) e tensédo de 100V (120 minutos).

A membrana foi bloqueada com leite desnatado a 5% em solugao basal
(Trizma 10 mM, pH 7.5; NaCl 150 mM; Tween 20 0,05%), a temperatura ambiente,
por 2 horas. As membranas foram lavadas trés vezes por 10 minutos cada com
solugdo basal e incubadas com anticorpo anti-fosfoserina (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Ca, USA) na diluicdo 1: 20.000 em solugéo basal contendo 3%
de leite desnatado a temperatura ambiente por 3 horas. Apds esse periodo, as
membranas foram lavadas novamente (irés vezes de 10 minutos cada) e
incubadas com anticorpo anti-lgG conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich Co.
St Louis, MO, EUA) na diluigdo de 1: 20.000 em solugéo basal contendo 1% de
leite desnatado, a temperatura ambiente, por 1 hora. Apds lavagem, as
membranas foram incubadas com o substrato da peroxidase e intensificador de
quimioluminescéncia (ECL Western Blotting System Kit, GE Health Care,
Buckinghamshire, England) por 1 minuto e, imediatamente, exposto ao filme de
raios-X.

Os filmes foram revelados e a intensidade das bandas foi avaliada por
densitometria O6ptica utilizando o programa Image J (Imaged 1.37, Wayne
Rasband, NIH, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/).
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3.6 Determinagao das concentragoes intracelulares de AMP ciclico

A concentracdo de AMP ciclico nos neutréfilos foi determinada usando kit
de ensaio imuno enzimatico direto competitivo de acordo com protocolo do
fornecedor (Sigma Chemical Co St. Louis, MO, USA). Resumidamente, as células
(3 x 10°) foram incubadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal por 20 minutos a 37 °C. As mesmas adicionou-se o inibidor de
fosfodiesterase, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) na concentragao final de 1 mM e
os AGCC. Forscolina (10 uM), que é um ativador da adenilato ciclase, foi utilizada
como controle positivo nos experimentos. Apds incubagado, as células foram
centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. As
células foram lisadas com 100uL de HCI 0,1 M, sendo, posteriormente,
centrifugadas a 1500 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -80 °C até a realizag¢ao do ensaio.

O ensaio (EIA cyclic AMP kit) utiliza anticorpos que se ligam ao AMP ciclico
proveniente da amostra ou ao AMP ciclico fornecido pelo kit, 0 qual se encontra
conjugado a fosfatase alcalina. Resumidamente, 100 uL das amostras ou padrbes
foram incubados na presenca de AMP ciclico ligado a fosfatase alcalina em placas
contendo anticorpo anti-AMP ciclico durante 2 horas a temperatura ambiente. O
excesso dos reagentes foi removido e o substrato (para-nitrofenil fosfato) foi
adicionado aos pogos. Apods incubagao por 1 hora, a reacéo foi interrompida e a
placa foi lida em leitor de ELISA a 405 nm. A quantificagao foi realizada utilizando
curva padrao de AMP ciclico (0,78 — 200 pmol/mL).

3.7 Avaliagao de fagocitose e da atividade fungicida in vitro
3.7.1 Obtencgao de soro homoélogo normal

O sangue foi coletado apés decaptagcao dos ratos. Cerca de 30 minutos
depois (tempo necessario a retragdo do coagulo), o sangue foi centrifugado (4 °C,
3.000 rpm, 15 minutos). O soro homdlogo normal (SHN) foi separado,
constituindo-se um pool, que foi dividido em aliquotas de 1 mL e congelado a -80

°C. Este pool foi utilizado para posterior opsonizagao da Candida albicans.
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3.7.2 Preparo e opsonizagao da suspensado de Candida albicans

As leveduras — Candida albicans da linhagem ATCC 537y — foram obtidas
apos cultura de 24 horas em meio com 8% de agar-Sabouraud (Difco, Lawrence,
Kansas, EUA). Uma suspensao de leveduras foi preparada em 3 mL de tampéo
PBS, pH 7,4, estéril. Posteriormente, as leveduras foram contadas em camara de
Neubauer e sua viabilidade avaliada por meio de solugao de azul de metileno (1%).
Foram utilizadas somente suspensdes de leveduras que apresentavam viabilidade
acima de 95%.

Apds contagem das leveduras, retirou-se aliquotas contendo o numero de
Candida Albicans necessarias para o ensaio e procedeu-se a opsonizagao das
mesmas. A opsonizagdo foi realizada pela adigdo de volume igual de SHN e
incubagao por 30 minutos a 37 °C sob agitacdo constante. Apds esse periodo, a
suspensao de leveduras foi centrifugada e lavada duas vezes com meio RPMI

suplementado com 10% de soro bovino fetal e sem antibidticos.

3.7.3 Incubagdao dos neutréfilos com as leveduras

Suspensao de neutrdéfilos de rato, obtidos conforme descrito anteriormente,
teve sua concentragdo ajustada para 1,0 x 10° células/mL em meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino (10%) sem antibiéticos. As células adicionou-
se acetato, propionato e butirato nas concentragdes de 25 mM, 12 mM e 12 mM,
respectivamente. As leveduras previamente opsonizadas foram adicionadas de
modo a manter uma razdo de 10 leveduras para 1 neutréfilo. Os tubos foram
incubados a 37 °C, sob agitagao constante, durante 60 minutos.

ApoOs esse periodo, ldminas foram preparadas por citocentrifugagao (500
rom, 5 minutos) de aliquotas com 200 pL das suspensodes, imediatamente fixadas
e coradas com May-Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947)

Para avaliacdo da fagocitose, foram contadas, no minimo, 200 células. A
atividade fagocitica foi expressa como porcentagem de células que fagocitaram
duas ou mais leveduras.

A atividade fungicida foi avaliada por meio da técnica de coloragao

conforme critério utilizado em trabalho prévio do grupo (SAMPAIO et al., 2001).
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Nesta técnica, as leveduras vivas, intracelulares, coram-se em azul pelo corante
de May-Grunwald-Giemsa, enquanto que as leveduras mortas nao se coram. A
atividade fungicida foi avaliada contando-se, ao menos, 200 neutrdfilos que
fagocitaram Candida albicans. Como o numero de leveduras fagocitadas e mortas
€ variavel, a atividade fungicida foi expressa por meio de escore, conforme

descrito abaixo:

Resultado Escore
Ne de células sem Candida albicans morta X0
Ne de células com 1 a 2 Candida albicans mortas X1
Ne de células com 3 a 4 Candida albicans mortas X2
Ne de células com mais de 4 Candida albicans mortas X3

3.8 Determinacgao da producgao de citocinas

A concentragdo de citocinas no sobrenadante das culturas celulares foi
avaliada pelo método de ELISA utilizando o Kit Duo Set (R&D System, Mineapolis,
MN, USA).

Os neutrdfilos de rato foram plagueados na concentragdo de 2,5 x 10°
células/mL a 37 °C, atmosfera com 5% de CO,, em placas de cultura de 24
pocos. As células foram mantidas em meio RPMI 1640 contendo soro fetal
bovino (10%). A concentragdo de lipolissacarideo (LPS) utilizada nos
experimentos foi de 5 yg/mL e os periodos de coleta do sobrenadante foram 4
(TNF-a) ou 18 horas (CINC-2a e IL-1B). Concentragbes nao tdxicas de acetato (10
e 25 mM), propionato (0,4, 4, 8 e 12 mM) e butirato (0,4, 0,8, 1,6 e 3,2 mM) foram
utilizadas nesses ensaios. Tricostatina A (TSA), potente inibidor de histonas
desacetilases (YOSHIDA et al., 1995), foi utlizado na concentragdo de 25 nM. O
sobrenadante das culturas foi obtido por centrifugagcéo (1200 rpm, 10 minutos) e
congelado (-80 °C) para posterior determinacao das citocinas. A quantificacao das

citocinas foi realizada de acordo com procedimento descrito no kit.
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3.9 Determinacao de éxido nitrico (NO)

A determinagdo de nitrito presente no sobrenadante das culturas é uma
forma indireta de avaliar a produgéo de 6xido nitrico (NO) pelas células. O nitrito
foi determinado utilizando o reagente de Griess (DING et al., 1988). Esse método
se baseia na reagao entre nitrito e o reagente de Griess (sulfanilamida e a-naftil-
etilenodiamina) formando um azo composto que absorve luz no comprimento de
550 nm.

O sobrenadante das culturas de neutroéfilos foi coletado e armazenado a -
80 °C Para o ensaio de determinacado de nitrito, 100 uL do sobrenadante das
culturas de 18 horas de neutrofilos foram transferidos para placa de 96 wells e,
posteriormente, adicionou-se igual volume do reagente de Griess (solugdo de
sulfanilamida a 1% e solugao de a naftiletilenodiamina a 0,1%). A concentragao de
nitrito foi determinada por densidade otica em espectrofotdbmetro a 550 nm
(Spectra MAX plus). A quantificagao foi realizada utilizando curva padrao de nitrito
de sodio (5 — 80 pM).

3.10 Determinagao da atividade de HDAC

A atividade de histonas desacetilases (HDAC) obtidas de neutrofilos foi
determinada na presenca de diferentes concentragcbes de AGCC. Para isso,
utilizou-se kit fornecido pela Cayman (Cayman Chemical Company, EUA). O
principio do ensaio € que a desacetilagdo do substrato pela HDAC libera composto
fluorescente, o qual € mensurado no fluorimetro.

Resumidamente, extratos nucleares de neutrdfilos foram obtidos conforme
indicado pelo fornecedor. Amostras contendo 5 pg de proteina foram incubadas na
presenca de substrato acetilado (25 a 200 uM) em 160 uL de tampao e os AGCC
(10, 25 e 100 mM de acetato e 0,1, 1, 10, 25 e 100 mM de propionato ou butirato).
A reacao de desacetilagdo do substrato foi realizada a 37 °C durante 30 minutos e
interrompida pela adicdo de 40 uL do reagente HDAC developer. A desacetilagéo
da lisina do substrato faz com que, apds a adicdo do HDAC developer, ocorra a

liberagdo de produto fluorescente, que foi mensurado usando o leitor de placa
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Fluorocount™ (Packard BioScience, USA) (excitacdo 360 nm e emissdo 465 nm).
A medida da atividade de HDAC obtida na auséncia de acidos graxos ou controle
positivo (tricostina A, TSA) foi considerada como atividade maxima (100%) e os

resultados foram expressos como percentagem da atividade maxima.

3.11 Avaliagdo da expressao génica pela técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real

A avaliagdo do conteudo de RNA mensageiro (mMRNA) dos componentes
do complexo da NADPH oxidase (p22°"°* e p47°"*), de moléculas de ades&o (L-
selectina e B2 integrina), de citocinas (TNF-a, CINC-2 e IL-1B8) e da iNOS foi
realizada pela técnica de PCR em tempo real (HIGUCHI et al., 1992) usando o
equipamento ROTOR GENE 3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia).

O RNA total de 1 x 107 células foi obtido usando o reagente Trizol™
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USA), conforme previamente descrito
(CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). Resumidamente, as células foram lisadas
com 1 mL de Trizol e, apds 5 minutos de incubagao a temperatura ambiente,
200 pL de cloroférmio foram adicionados aos tubos e centrifugados a 12.000 rpm.
A fase aquosa foi transferida para outro tubo e o RNA foi sedimentado por
centrifugacao (12.000 rpm) com isopropanol. O precipitado de RNA foi lavado com
etanol a 75%, centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos e seco a temperatura
ambiente. O RNA foi dissolvido em agua livre de RNase e tratado com DNase |.
Apods tratamento, o RNA foi armazenado a -70 °C até que a transcricao reversa
fosse realizada. O RNA foi quantificado através da medida da sua absorbéancia a
260 nm. A pureza do RNA foi avaliada pela razdo 260/280 nm (SAMBROOK,
2001).

O cDNA foi sintetizado utilizando 3 uyg de RNA e uma mistura dos
seguintes reagentes: 146 ng de random primers, 200 U de transcriptase reversa
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USA), tampao de reagao 5X (50 mM
Tris—HCI, pH 8,0, 75 mM KCI, 3 mM MgClz), 5 mM DTT e 500 yM dNTP em um

volume final de 20 uL. A reagao foi incubada por 2 minutos a 25 °C, seguida por
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aquecimento a 42 °C por 50 minutos. O cDNA foi armazenado a —20 °C antes da

realizagcao da PCR.

Para a realizagao da reacao de PCR, 1 pyL de cDNA foi adicionado a um
volume final de 25 uL, contendo 100 uM de dNTPs, tampao de reacdo 10X
(10 mM Tris—=HCI, 50 mM KCI, 2 mM MgCl;), 1U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USA), 0,1 uM de cada primer (sense
e antisense) e SYBR GREEN (1000x diluido) (Invitrogen Life Technologies,
Rockville, MD, USA) como sonda fluorescente. As seqliéncias dos primers foram
desenhadas usando informacao disponivel no GeneBank do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). A temperatura de anelamento e a sequéncia
dos primers sdo mostradas na Tabela 3. A quantificacdo da expressao génica foi
realizada de acordo com método previamente descrito (LIU e SAINT, 2002),
usando o gene B2 microglobulina (housekeeping) como controle interno. Esse

gene foi escolhido por ser o mais estavel de acordo com o programa GNORM.

Tabela 3 - Temperatura de anelamento e sequUéncia dos primers utilizados.

Gene Primer sense Primer antisense Temperatura
c)

B2 microglobulina CTCAGTTCCACCCACCTCAG GCAAGCATATACATCGGTCTCG 56°C
p22°P" CAGAAGTACCTGACCGCTGTGG GGTAGATCACACTGGCAATGGC 57°C
pa7Phx CACCTTCATTCGCCACATCGC ACGCTGCCCATCATACCACCTG 58°C
L-selectina AAATGTGGACATGGGTGGGAAC CCTTGGACTTCTTGTTGTTGGG 56 °C
B2 integrina TGGCACACAAACTTTCCGAGAG TAGGTGACTTTCAGGGTGTCCG 56 °C
iNOS GGATATCTTCGGTGCGGTCTT GCTGTAACTCTTCTGGGTGTCAGA 58°C
IL-1B AGGCAGTGTCACTCATTGTGGC TCACATGGGTCAGACAGCACG 60°C
CINC-2 TGTACTGGTCCTGCTCCTCCTG GGGCTTCAGGGTTGAGACAAAC 60°C
TNF-a GCCTCTTCTCATTCCTGCTCGTGG ~ TTCTCCTCCTTGTTGGGACCGATC 60°C

Abreviaturas: citocina indutora de quimiotaxia de neutrofilos (CINC), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), forma induzivel da 6xido nitrico sintetase (iNOS), interleucina-1 (IL-

1B8).
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As condicbes de incubacgao (periodo de tempo, presenca ou nao de AGCC
e adicdo ou nao de LPS) dos neutrofilos antes da extracdo do RNA foram diferentes
dependendo dos genes a serem analisados. Em todos os casos, as células foram
incubadas a 37 °C. Abaixo segue uma descri¢ao detalhada das condigdes utilizadas
Nnos ensaios:

- componentes do complexo da NADPH oxidase (p22P"* e
p47'°h°") — 0s neutrofilos foram incubados por 1 ou 4 horas na presencga de acetato
(25 mM), propionato (12 mM) ou butirato (12 mM).

- moléculas de adesao (L-selectina e B2 integrina) — os neutrdéfilos
foram incubados por 1 ou 4 horas na presencga de acetato (25 mM), propionato (12
mM) ou butirato (12 mM).

- citocinas (TNF-a, CINC-2 e IL-1B) e iNOS - os neutrofilos foram
incubados por 1 (TNF-a) ou 4 horas (CINC-2, IL-1B E iINOS) na presencga de
acetato (25 mM), propionato (12 mM) ou butirato (1,6 mM) e LPS (5 pg/mL).

3.12 Analise da ativagdo do fator de transcricao NF-kB pelo ensaio de
mobilidade eletroforética retardada (EMSA) em gel de poliacrilamida

A atividade do fator de transcricdo NF-kB foi avaliada por EMSA. Neste
ensaio, o extrato protéico nuclear é incubado com um oligonucleotideo dupla fita
de DNA contendo a sequéncia consenso do fator de transcricdo e marcado
radiativamente. O fator de transcricdo ativo se liga ao oligonucleotideo e, apos
eletroforese em gel de poliarilamida em condi¢des nao-denaturantes, pode ser
quantificado, uma vez que, sob essas condicbes, o complexo oligo- NFkB
apresenta mobilidade menor que o oligo nao ligado ao fator de transcrigéo.

A sequéncia dupla fita utilizada no ensaio para avaliar a ativacdo do NFkB

esta descrita abaixo:
5- AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3

Os oligonucleotideos foram marcados por fosforilagdo da extremidade 5

com [y*?P]-ATP (GE Healthcare Life Sciences, EUA) catalisada pela enzima T4
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polinucleotideo quinase (Life Technologies, Inc.). A reagao, que continha 10 pmol
de oligonucleotideo, 15 pmol de [y*? P]-ATP, 1 U de T4 quinase e tampao de
enzima 1X, foi incubada a 37 °C por 1 hora. A reagéo foi interrompida pela adigcdo
de tampéo TE (Tris HCI (10 mM), EDTA (1 mM), pH 8,0) contendo NaCl (0,1 M) e
o excesso de [y*? P]-ATP foi removido por centrifugacdo do volume da reagao
utilizando colunas MicroSpin S-300 HR (GE Healthcare Life Sciences, EUA).

Para o preparo do extrato de proteinas nucleares utilizou-se cerca de 1 x
10" células por tratamento. As células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10
minutos a 4 °C e o sedimento foi lavado com 1 mL de tampao HBS (Hepes (25
mM) pH 7,6; NaCl (15 mM)) por duas vezes. Em seguida, o sedimento foi lavado
uma vez com tampéao RBI (KCI (100 mM); MgCl; (5 mM); EGTA (5 mM); NasP207
(5 mM); PMSF (1 mM); aprotinina (2 ug/mL); leupeptina (2 ug/mL)) e incubado por
5 minutos com 1 mL do mesmo tampao. Apds a incubacgao, o sedimento foi lavado
e incubado por 5 minutos com 1 mL de tampao RBII (KCI (50 mM); MgCl, (5 mM).
EGTA (1 mM); NasP>07 (1 mM); PMSF (1 mM); aprotinina (2 pg/mL); leupeptina (2
pg/mL)). Em seguida, o sedimento foi incubado com tampao LBS (Tris (25 mM) pH
7,5; MES (25 mM); Triton X-100 (0,1%); DTT (1 mM); PMSF (1 mM); aprotinina (2
pg/mL); leupeptina (2 pg/mL)) por 30 minutos no gelo. O lisado foi centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos e o sedimento restante contendo as proteinas nucleares
foi ressuspenso em tampé&o de extracdo (Hepes (20 mM) pH 7,6; NaCl (0,45 M);
EDTA (2,5 mM); glicerol (25%); DTT (2,5 mM); PMSF (1 mM); aprotinina (2 pg/mL)
e leupeptina (2 pg/mL)). Apds incubagéo por 30 minutos a 4 °C sob agitagéo, a
suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 4 °C na rotagdo maxima (13.000 rpm)
e o sobrenadante contendo as proteinas nucleares foi armazenado a -70 °C. As
proteinas nucleares foram quantificadas conforme descrito por Bradford (1976).

Para a formagao dos complexos proteina-DNA, as reag¢des (volume final 20
ML) foram preparadas em gelo, contendo 5 ug de extrato nuclear, 1,5 ug de Poli dI-
dC, 1 pmol de oligonucleotideo marcado e 6 yL de tampéao de ligagao (Hepes (60
mM) pH 7,6; glicerol (10%); KCI (150 mM); EDTA (0,6 mM), DTT (3 mM). As
reagcdes foram incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir, as

amostras foram aplicadas em gel contendo 6% de poliacrilamida (30:1) em tampao
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TBE (Tris base (45 mM), acido bdrico (45 mM) e EDTA (1 mM)) e submetidas a
eletroforese a 150 V por 2 horas. Apds a realizagao de eletroforese, o gel foi seco
a vacuo a 80 °C e exposto em um filme de raio-X por uma semana. Os resultados
foram analisados por densitometria utilizando o equipamento STORM 840
(Dynamic Molecular, Sunnyvale, USA).

Para avaliar a ativacao do NFkB em neutrdfilos, as células foram tratadas
por 30 minutos com os AGCC (acetato 25mM, propionato 12mM e butirato 1,6mM)
na presencga de 5 ng/mL de LPS.

3.13 Avaliagao da migragao de neutroéfilos in vivo

Duas técnicas foram utilizadas com o intuito de analisar o efeito dos AGCC
sobre a migracao de neutrdéfilos in vivo: o ensaio da bolsa de ar e a técnica de
microscopia intravital. A descricdo detalhada de cada uma dessas técnicas e as

condigdes utilizadas nos experimentos seguem abaixo.

3.13.1 Ensaio da bolsa de ar

A indugao das bolsas de ar na pele dos ratos foi realizada de acordo com
protocolo previamente descrito (EDWARDS et al., 1981). Resumidamente, injetou-
se 20 mL de ar estéril (usando filtros com poros de 0,22 um) no dorso de ratos
anestesiados. Apds 7 dias, nova injecdo de ar foi realizada juntamente com a
aplicagcado de 1mL de solugéo de acetato (25 mM), propionato (12 mM) ou butirato
(12 mM) em PBS. Controles negativos receberam 1 mL de tamp&o PBS estéril e
nos controles positivos aplicou-se 1 mL de tampao PBS contendo fMLP na
concentragcdo de 10 nM.

ApOs 4 horas, os ratos foram anestesiados, coletou-se o exsudato presente
nas bolsas e as mesmas foram lavadas com 2 mL de PBS. Posteriormente, os
animais foram eutanasiados. A suspensao de células foi centrifugada a 1200 rpm
por 10 minutos a 4 °C. O sobrenandante obtido foi separado para determinagao de
citocinas (TNF-a, IL-1B e CINC-2ap) e o precipitado foi ressuspenso em 1 mL de

PBS. O numero de células foi contado em cadmara de Neubauer. Os valores de
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cada experimento foram normalizados pelos resultados do controle (PBS sem
fMLP)

Laminas obtidas apds citocentrifugagcdo das amostras foram coradas com
coloracédo padrédo May-Grunwald e Giemsa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO).
A contagem diferencial foi realizada avaliando-se morfologicamente 100 células

por l[amina.

3.13.2 Microscopia intravital

Os ratos foram anestesiados e o mesentério exteriorizado. Os animais
foram mantidos em placa com temperatura de 37 °C, que incluia uma plataforma
na qual o tecido a ser transiluminado foi posicionado. A preparagao foi mantida
umedecida e aquecida através da irrigacado do tecido com solu¢do Ringer-Locke
(pH: 7,2— 7,4; NaCl 154 mM; KCI 5,6 mM; CaCl;-2H,0 2 mM; NaHCO3; 6 mM e
glicose 5 mM) aquecida a 37 °C contendo 1% de gelatina. O tecido exposto foi
mantido em contato com um fino filme liquido. As imagens foram obtidas por
microscopio optico (Axioplan Il, equipado com objetivas de 5,0x/0,30 plan-neofluar
ou 10,0 x/0,25 Achroplan). As imagens foram capturadas por camera de video
(ZVS, 3C75DE, Carl Zeiss) e transmitidas simultaneamente para o monitor da TV
e o computador. As imagens obtidas foram gravadas em computador, digitalizadas
e analisadas usando o software KS 300 (Kontron, Alemanha).

A interacdo dos leucdcitos com as células endoteliais das paredes dos
vasos foi analisada pela determinacdo do numero de células aderidas e em
rolamento (rolling) na parede de vénulas pdés-capilares (20—30 ym didmetro, 200
gm de comprimento) do mesentério a intervalos de 10 minutos. Trés campos de
cada animal foram avaliados apo6s aplicacdo topica de 10 pL de solucdo dos
acidos graxos. Leucdcitos movendo-se no fluxo axial periférico, em contato com o
endotélio, foram contados como células rolando (DAHLEN et al., 1981). Esses
leucécitos se moviam lentamente o suficiente para serem individualmente
visualizados. O numero de leucécitos aderidos ao endotélio (parados na parede
dos vasos) foi determinado no mesmo segmento apds 10 minutos da aplicagéo

dos acidos graxos. O agente quimioatico fMLP foi utilizado na concentragao de 10
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nM como controle positivo. Os valores de cada experimento foram normalizados

pelos resultados do controle (PBS = 100%).

3.14 Analise da expressdao de moléculas de adesao (L-selectina e p2-
integrina) por citometria de fluxo

O sangue dos ratos foi coletado da aorta abdominal com EDTA (100
mg/mL). Os neutréfilos foram isolados utilizando gradiente Histopaque® (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). Resumidamente, a cada 3 mL de Histopaque-1077
adicionou-se, cuidadosamente pela parede do tubo, 0 mesmo volume de sangue.
O tubo foi entdo centrifugado a 2400 rpm, 4 °C, por 30 minutos. Ao final da
centrifugacgéao identificou-se trés fases. As duas fases superiores (plasma, células
mononucleares e Histopaque- 1077) foram descartadas e a inferior, rica em
neutrofilos e eritrocitos, foi coletada e ressuspensa em PBS. A lise dos eritrocitos
foi realizada usando solugéo de cloreto de aménio (0,13 M) e os leucdcitos foram
recuperados apoés lavagem com PBS. Usando essa metodologia de separacao,
preparagdes ricas em neutréfilos (mais de 90% dos leucécitos, conforme avaliado
em microscopio 6ptico) foram obtidas.

Os neutrdfilos (1,0 x10°) foram pré-incubados durante 4 horas com acetato
(25 mM), propionato (12 mM) ou butirato (12 mM) e depois estimulados com N-
formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP; 10 nM durante 10 minutos para avaliagado
de L-selectina e 30 minutos para B,-integrina). Apds lavagem, os leucdcitos foram
incubados por 30 minutos a 4 °C no escuro com 10 pyL de anticorpo monoclonal
anti-CD62L ou anti-B, integrina (BD Biosciences Pharmigen™). Apés incubacéo,
as células foram analisadas em citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton &
Dickinson, San Jose, CA, USA). Foram analisadas 10.000 células de cada
amostra. Os resultados foram normalizados pela fluorescéncia média dos
controles (PBS).
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3.15 Avaliagdo do efeito quimiotatico dos AGCC sobre neutréfilos de
camundongo

Utilizou-se dois sistemas para avaliar o efeito dos AGCC sobre a
gumiotaxia de neutrdfilos: transwells (Secéo 3.15.1) e a camara EzTaxican (Segao
3.15.2).

Em parte dos experimentos de quimiotaxia, utilizou-se a fenilacetamida-1
(2-(4-clorofenil)-3-metil-N-(2-tiazolil) butanamida) também conhecida como CTMB.
Esse composto foi recentemente descrito como agonista potente e seletivo do
receptor GPR43 (LEE et al., 2008). O CTMB utilizado nesses experimentos foi
sintetizado e purificado por Jonathan Clark (Babraham Bioscience Technologies,
Cambridge, UK).

Com o intuito de explorar o mecanismo de agao dos AGCC na quimiotaxia
de neutrdfilos, utilizou-se nesses experimentos células isolados de camundongos
que nao expressam o receptor GPR43 (GPR43-/-). Esses camundongos foram
produzidos pela Deltagen (CA, USA) e fornecidos pela AstraZeneca Transgenic
and Comparative Genomic R&D Monldal (Suécia) apos estabelecimento de acordo

de colaboragdo com o Babraham Institute (Cambridge, UK).

3.15.1 Ensaio de quimiotaxia utilizando transwells

O ensaio foi realizado em placas de 24 pocos contendo filtros do tipo
transwell (Corning Incorporated, NY, USA). Os filtros possuiam membrana
contendo poros de 5 pym, que separavam os compartimentos superior e inferior
(Figura 6).

» Compartimento superior

» Membrana

5 Compartimento inferior
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Figura 6. Esquema da placa transwell utilizada no ensaio de migracédo in vitro. No
compartimento inferior € colocada a solugdo contendo os AGCC e no
compartimento superior, em contato com a membrana, sdo colocadas as
células.

Brevemente, 200 pL de solucdo contendo os AGCC, PBS ou o controle
positivo (fMLP a 10 pM) foram aplicados no compartimento inferior. O mesmo
volume (200 pL) de suspensdo de células da medula 6ssea a 5 x 10° células/mL
em tamp&o HBSS com Ca*" e Mg?* (suplementado com BSA a 0,25% e HEPES
15 mM, pH 7,2) foi adicionado ao compartimento superior e a placa foi incubada a
37 °C por 1 hora. Apos incubacao, as células que atravessaram a membrana para
o compartimento inferior foram contadas durante 1 minuto a 60 pL/mL em
citbmetro de fluxo (FACS Calibur, BD). A populagao referente aos neutréfilos foi
identificada utilizando o marcador de superficie GR-1. Para tanto, parte das
amostras foi incubada com anticorpo anti-GR-1 marcado com ficoeritrina (PE)
durante 30 minutos a 4 °C. Apds lavagem das células com PBS, as amostras
foram analisadas no citbmetro e a populagdo com alta marcacao para GR-1 foi
considerada como sendo de neutrdfilos. O total de neutréfilos que migraram para o
compartimento inferior foi normalizado pelo numero de células que migraram na

condicao controle (PBS).

3.15.2 Ensaio de quimiotaxia utilizando o sistema EzTaxiscan®

EzTaxiscan® (Effector Cell Institute, Japan) é um sistema desenvolvido
(KANEGASAKI et al., 2003) para analise de quimiotaxia em tempo real. Nesse
sistema, utiliza-se um dispositivo que apresenta seis compartimentos isolados em
paralelo feitos em silicone moldado, conforme pode ser observado na Figura 7A.
Cada compartimento, por sua vez, possui dois pog¢os: um para aplicagao da
substancia a ser testada e o outro para as células (Figura 7B). O espaco entre os
pocos (distancia de 300 um) é denominado ponte. Na ponte € possivel visualizar a
migragdo dos neutrofilos em diregcdo ao pogo contendo o quimiotraente. Vale
ressaltar que, conforme mostrado na Figura 7D, o dispositivo de silicone é
posicionado sobre uma lamina de vidro coberta com laminula, sendo que entre o

mesmo e a laminula hd um canal de 5 pm. E via esse canal que ocorre a
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interligacédo entre a solugdo adicionada em um dos pogos e as células presentes
no outro pogo.

A EzTaxiscan foi montada conforme descrito na Figura 7C e coberta com
tampao HBSS (com Ca*" e Mg?*). O dispositivo de silicone foi posicionado na
camara e seus pocos foram alinhados. Apds a retirada das bolhas do sistema
através da ejecao de tampao no interior dos pogos utilizando uma seringa, 3 uL da
suspencao de neutrdfilos na concentracdo de 5 x 10° células/mL (obtidas conforme
descrito no secao 3.2.2) foram adicionados aos seis pocos € apos a retirada do
tampéao pelo outro pogo, o que gerou uma diferenca de pressdo e um fluxo, as
células foram alinhadas na ponte. Uma vez que o espaco entre o dispositivo de
silicone e a lamina de vidro é de apenas 5 um, os neutrofilos, que possuem cerca
de 10 um de didmetro, foram impedidos de atravessar diretamente a ponte e
permaneceram alinhados. Apos o alinhamento, adicionou-se 4 mL de tampéao para
impedir a continuagao do fluxo e 1 uL de AGCC, PBS (controle negativo) ou fMLP
(controle positivo) foi injetado no outro pogo utilizando seringa Hamilton. A camara
montada foi posicionada no microscopio (temperatura mantida a 37 °C) e a
movimentacdo dos neutréfilos nos seis compartimentos foi acompanhada através
de fotos tiradas a cada 30 segundos durante 30 minutos usando objetiva de 10x
no sistema de visualizagao Discovery (Universal Imaging Corporation).

Os videos obtidos no microscopio foram transferidos para o programa
Metamorph (Molecular Devices), no qual se obteve as coordenadas x,y de cada
neutréfilo em cada foto. Os arquivos contendo a posi¢cao das células ao longo do
tempo foram analizados no software Mathematica (Wolfram Research), utilizando
arquivo previamente desenvolvido por Gareth Jones (ZICHA et al., 1997).
Simplificadamente, o programa converteu as coordenadas x e y dos neutréfilos ao
longo do tempo em graficos mostrando o caminho percorrido pelas células. As
analises foram realizadas levando-se em conta a distancia de 50 ym como valor
percorrido minimo para considerar que a célula se moveu. Além do caminho
percorrido, o programa de analise forneceu grafico mostrando a direcionalidade do

movimento das células. Foi realizado o teste estatistico unimodal de Rayleigh para
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determinar se houve ou ndo movimentagado significativa de neutréfilos em uma

direcdo.
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Figura 7. Figura esquematica da Camara EzTaxiscan. A Ez Taxiscan consiste em um
dispositivo de silicone, que possui 6 compartimentos (A). Cada compartimento
possui (B) 2 pogos: 1 para células (a) e 1 para adicdo do quimioatraente (b).
Entre esses pogos ha uma regido chamada de ponte (distancia de 300 um), na
qual é possivel visualizar a migracdo dos neutrdfilos (c). Montagem da camara
(C). O suporte de vidro (d) foi posicionado juntamente com a laminula (e) no
interior de uma das unidades da camara (f). O dispositivo de silicone (g) foi
inserido na regido central da camara, a qual foi selada com a parte superior
(h). Para estabelecer o gradiente de agonista a ser testado (D), o tampao foi
retirado do reservatorio superior (i) e os neutréfilos foram adicionadas nos
pocos (a). Apds alinhamento das células na ponte (c), a substancia a ser
testada quanto a sua capacidade quimioatraente foi adicionada aos outros
pocos (b). O agonista (j) se difundiu do pogo b sobre a ponte (c) gerando o
gradiente. Fonte: Adaptado de esquema fornecido por John Ferguson,
Babraham Institute, Cambridge, UK.
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3.16 Tratamento estatistico

Os resultados estdo expressos como média + erro padrao da média de ao
menos 3- 4 ensaios independentes. Comparagdes entre os diferentes grupos
experimentais foram realizadas por analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de
Tukey. Para a realizagdo das andlises estatisticas foram utilizados os programas
Prisma 3.0 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA) e Origin 7.0
(OriginLab  Corporation, Northampton, MA, USA). As diferengcas foram

consideradas significativas para p<0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Avaliacao da citotoxicidade dos AGCC
4.1.1 Efeito dos AGCC sobre a integridade de membrana e a fragmentacao
de DNA em neutrdfilos de rato

Neutrofilos foram incubados com diferentes concentracbes dos AGCC
(acetato, propionato e butirato) e, apds 4 ou 18 horas, avaliou-se por citometria de
fluxo, utilizando o fluoréforo iodeto de propidio, a integridade de membrana e a
fragmentagao de DNA.

Neutrdéfilos incubados por 4 horas com acetato (5 - 100 mM), propionato
(0,2 — 24 mM) ou butirato (0,2 — 24 mM) n&o apresentaram fragmentacdo de DNA
ou perda de integridade de membrana. Ja no caso das células incubadas por 18
horas com acetato, propionato e butirato, nas concentragdes, respectivamente, de
50 mM, 24 mM e 4 mM, houve redugéo significativa da viabilidade celular. Acetato
na concentracdo de 100 mM, propionato 24 mM e butirato a partir de 4 mM
induziram aumento significativo da fragmentagao de DNA (Figura 8).

Com base nos resultados de integridade de membrana e fragmentacgao de
DNA foram estabelecidas as concentragdes maximas toleraveis dos AGCC para

os neutrofilos (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracdo maxima toleravel dos AGCC por neutréfilos de rato.

AGCC/Periodo 4 horas 18 horas
Acetato >100 mM 25 mM
Propionato >24 mM 12 mM
Butirato >24 mM 2 mM

Abreviatura: acidos graxos de cadeia curta (AGCC).
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Figura 8. Efeito dos AGCC na integridade da membrana plasmatica e fragmentacao de
DNA de neutrdfilos de rato. A porcentagem de células com a membrana intacta
(¢#) e DNA fragmentado (m) apds tratamento por 18 horas com diferentes
concentracdes de acetato (A), propionato (B) e butirato (C) esta indicada. Os
valores representam a média * erro padrdo da média de 4 experimentos em
triplicata. * p< 0,05 vs células sem AGCC.
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4.2 Efeitos dos AGCC sobre a produgdo de ERO por neutréfilos de ratos
4.2.1 Producao de peroxido de hidrogénio

Os neutrofilos foram analisados quanto a producdo de peroxido de
hidrogénio em duas condi¢des diferentes: 1 — na presenga de AGCC (Figura 9) e
em 2 — apos prévia incubagcdo de 4 horas com os AGCC (Figura 10). Dois
estimulos foram utilizados nesses experimentos: o acetato de forbol miristato
(PMA), ativador de PKC, e o formil metil-leucil-fenilalanina (fMLP), que induz a
producdo de ERO via ativagdo de receptor de membrana do tipo GPCR (receptor
acoplado a proteina G) por multiplas vias de sinalizagéo, incluindo via das MAPK,
ativacao de fosfolipases e PKC (CHEN et al., 2005; RANE et al., 1997).

Quando a produgao de peroxido de hidrogénio foi avaliada na presenga de
AGCC, houve reducao significativa nas células tratadas com butirato (12 e 24
mM). No caso das células estimuladas com PMA, houve reducao significativa da
producdo de H,O, em todos os tratamentos com AGCC em comparagao com o
controle nao tratado (Figura 9A). Ja para as células estimuladas com fMLP, a
reduc&o ocorreu nos tratamentos com propionato (24 mM) e butirato (12 e 24 mM)
(Figura 9B). Houve aumento da produc¢ao de peroxido de hidrogénio pelas células
incubadas na presencga de acetato (10 mM) (Figuras 9A e 9B).

Apods incubagao dos neutrdfilos por 4 horas com os AGCC, houve redugao
na producdo de peroxido de hidrogénio em resposta ao PMA nas células pré-
tratadas com propionato (8 mM) e butirato (4, 8 e 12 mM) (Figura 10A) e em
resposta ao fMLP apéds incubagdo com butirato (12 mM) (Figura 10B). Neutréfilos
pré-tratados com 10 e 25 mM de acetato apresentaram produgédo de peroxido de
hidrogénio aumentada em relagdo ao controle (Figuras 10A e 10B). A producéo
de peroxido de hidrogénio em resposta ao fMLP pelas células incubadas com os
AGCC nao diferiu em relagao as nao tratadas, com exceg¢ao do tratamento com
acetato na concentragao de 25 mM, que aumentou a resposta ao fMLP (Figura
10B).
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Efeito dos AGCC sobre a producdo de perdxido de hidrogénio por neutréfilos
de rato. A producao de H,O, foi avaliada apdés 30 minutos de incubagao na
presenca de diferentes concentragdes de AGCC com ou sem estimulo, PMA
(A) ou fMLP (B). Os valores representam a média + erro padrao da média de 4
ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) com PMA ou
fMLP. # p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) sem PMA ou fMLP.
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Figura 10. Efeito dos AGCC sobre a producéo de peroxido de hidrogénio por neutréfilos
de rato. As células foram previamente incubadas por 4 horas na presenca de
diferentes concentragdes de AGCC e, apos esse periodo, a produgao de H,0,
foi avaliada por 30 minutos com ou sem estimulo, PMA (A) ou fMLP (B). Os
valores representam a média + erro padrdo da média de 4 ensaios em
duplicata. * p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) com PMA ou fMLP. # p< 0,05
vs células sem AGCC (PBS) sem PMA ou fMLP.



78

4.2.2 Producgao de superoxido

A producao de superoxido pelos neutrofilos, da mesma maneira que o
peréxido de hidrogénio, foi avaliada em duas condigbes diferentes: na presenca de
AGCC (Figura 11) e ap6s prévia incubagao de 4 horas com os AGCC (Figura 12).
Nesses experimentos, utilizou-se a sonda lucigenina que, diferentemente do
vermelho de fenol (técnica utilizada na quantificacdo de peréxido de hidrogénio),
detecta a producdo extracelular de ERO, particularmente, de superdxido.
Novamente, dois estimulos foram utilizados: PMA e fMLP.

A producdo de superoxido por neutrdfilos estimulados com PMA na
presenca de butirato (12 e 24 mM) foi inferior a das células nao tratadas (Figura
11A). Apesar de ndo ter havido diferenga significativa quanto a produgédo de
superoxido pelos neutrofilos estimulados com fMLP na presenca de AGCC,
observou-se tendéncia a inibigdo no caso das células tratadas com butirato (Figura
11B). Acetato aumentou a producado de superdxido nas células nao estimuladas
(Figura 11A).

A producédo de superoxido pelas células previamente incubadas com
AGCC por 4 horas e estimuladas com PMA, diferententemente dos resultados
obtidos para peréxido de hidrogénio, ndo variou em comparagdo com o controle
(células nao incubadas com AGCC) (Figura 12A). Contudo, a produgao de
superoxido por neutrofilos pré-tratados com acetato (25 mM), propionato (8 e 12
mM) ou butirato (8 e 12 mM) e estimulados com fMLP foi significativamente menor
que a do controle (Figura 12B).

Uma vez que uma das hipéteses para explicar os efeitos dos AGCC sobre
leucocitos € a de que os mesmos atuem via receptor GPR43, que esta acoplado
as proteinas Gi/o e Gqg, o proximo passo foi analisar o efeito da toxina pertussis
(inibidor de proteina Gi) sobre a acdo dos AGCC. Para tanto, neutréfilos foram
incubados por 1 hora a 37 °C na presenga de toxina pertussis (100 ng/mL)
(BADOLATO et al., 2000). Apos esse periodo, procedeu-se a adicdo dos AGCC
(acetato e butirato), do estimulo (PMA) e a quantificacdo da produgdo de

superoxido.
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A producgao de superoxido por neutréfilos aumentou na presenca de acetato
sem estimulo, enquanto que o butirato inibiu a producdo de superdxido apds
adicdo de PMA (Figura 13A). Na presenga de toxina pertussis, agao estimulatéria
do acetato sobre a producido de superdxido foi mantida, porém, o efeito inibitério
do butirato foi abolido (Figura 13B), o que sugere a participagao da proteina Gi na

inibicdo da producao de ERO pelo butirato.
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Figura 11. Efeito dos AGCC sobre a produgdo de superdxido por neutrofilos de rato. A
producao de superoxido foi avaliada por 30 minutos na presenca de diferentes
concentragcdes de AGCC com ou sem estimulo, PMA (A) ou fMLP (B). Os

valores representam a média

+

erro padrdo da média de 4 ensaios em

quadruplicata. * p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) com PMA ou fMLP. # p<
0,05 vs células sem AGCC (PBS) sem PMA ou fMLP.
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Figura 12. Efeito dos AGCC sobre a produgédo de superoxido por neutréfilos de rato. As
células foram previamente incubadas por 4 horas na presencga de diferentes
concentracoes de AGCC e, apos esse periodo, a producdo de superoéxido foi
avaliada por 30 minutos com ou sem estimulo, PMA (A) ou fMLP (B). Os
valores representam a média + erro padrao da média de 4 ensaios em
quadruplicata. * p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) com PMA ou fMLP. # p<
0,05 vs células sem AGCC (PBS) sem PMA ou fMLP.
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Figura 13. Efeito da toxina pertussis sobre a produgdo de superdxido por neutrdfilos. A

producdo de superoéxido foi avaliada, apds incubacéo prévia das células por 1
hora com (B) ou sem toxina pertussis (A), na presenca de acetato (10 mM) e
butirato (12 mM) com ou sem estimulo (PMA). Os valores representam a
média * erro padrdo da média de 2 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs células
sem AGCC (PBS) com PMA. # p< 0,05 vs células sem AGCC (PBS) sem PMA.
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4.2.3 Producgao de acido hipocloroso (HOCI)

O acido hipocloroso é formado na reagao de 6xido-reducao do cloreto (sofre
oxidagao) com o peroxido de hidrogénio (sofre redugéo). Essa reacgao é catalisada
pela enzima mieloperoxidase (Figura 4). O acido hipocloroso, por sua vez, reage
com aminas gerando as cloroaminas, compostos altamente reativos que possuem
importante acao bactericida (NATHAN, 2006). Com o intuito de avaliar o efeito dos
AGCC sobre a produgdo dessa importante espécie reativa, utilizou-se a técnica
descrita por Dypbukt et al. (2005). Para tanto, os neutrdéfilos foram incubados na
presenca dos AGCC, taurina (composto que reagiu com o acido hipocloroso
formando cloroamina) e PMA.

Da mesma maneira que o observado para a producdo de superédxido
(técnica da lucigenina) e do perdxido de hidrogénio (técnica do vermelho de fenol),
o butirato (12 mM) reduziu a producéo do acido hipocloroso apos estimulagdo com
PMA (Figura 14). Na auséncia de PMA, os AGCC nao tiveram qualquer efeito

sobre a producgao de acido hipocloroso pelos neutrdéfilos (Figura 14).
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Figura 14. Efeito dos AGCC sobre a producao de HOCI por neutréfilos de rato. As células
foram tratadas com acetato (25 mM), propionato (12 mM) e butirato (12 mM)
na presencga ou ndo de PMA (54 ng/mL). Os valores representam a média *
erro padrao da média de 3 ensaios em triplicata. * p< 0,05 vs controle sem
AGCC (PBS) com PMA.
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4.3 Efeitos dos AGCC sobre a expressdo génica de p22P"°* e p47°"* em
neutroéfilos de ratos

Uma das hipdteses para explicar o efeito inibitorio, particularmente do
butirato, sobre a producédo de ERO, seria a de que esse acido graxo modularia a
expressao dos componentes do sistema NADPH oxidase. Para verificar essa
possibilidade, neutrofilos foram incubados por 1 e 4 horas na presenga dos AGCC
e, posteriormente, avaliou-se a expresséo génica de dois componentes do sistema
NADPH oxidase: p22°"* (componente de membrana do complexo NADPH
oxidase) e p47°"* (componente citosdlico do complexo NADPH oxidase). O gene
B2 microglobulina foi utilizado como controle interno e todos os resultados foram
normalizados pelo controle (PBS).

Conforme pode ser observado na Figura 15, os AGCC, a excecao do

propionato, o qual causou aumento da expressdo de p47°"

apés 4 horas de
incubacao (Figura 15B), ndo tiveram qualquer efeito sobre a expressao desses

genes nos periodos de tempo analisados.
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Figura 15. Expressdo de mRNA das proteinas p22°"* e p47°"* em neutréfilos de rato
apos incubacado com AGCC por 1 (A e B) ou 4 horas (C e D). Os resultados
foram corrigidos pela expressdo do mRNA da B2 microglobulina (controle
interno) e normalizados pelos valores obtidos na auséncia de AGCC (PBS). Os

valores representam a média  erro padrao da média de 3 ensaios. * p< 0,05
vs controle sem AGCC (PBS).
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4.4 Efeitos dos AGCC sobre a ativacido da p47°"°* em neutréfilos de ratos

A fosforilacéo da proteina p47°"°* é um dos eventos cruciais no processo de
ativacdo do complexo NADPH oxidase. Para avaliar a ativagdo dessa proteina,
realizou-se a imunoprecipitacdo do extrato protéico dos neutrdfilos utilizando
anticorpo anti-p47°"°* e posterior detecgéo por Western blotting com anticorpo anti-
fosfoserina.

Neutrofilos foram estimulados com PMA na presenca de acetato (25 mM),
propionato (12 mM) ou butirato (12 mM) por 30 minutos e posteriormente avaliou-
se a ativacdo da p47°"°*. Os resultados de cada experimento foram normalizados
pelo controle (PBS). O unico acido graxo que teve efeito sobre a ativacdo da
p47°" foi o butirato, que conforme pode ser visto na Figura 16, reduziu a

quantidade de p47°"* fosforilada.
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Figura 16. Efeito dos AGCC sobre a fosforilacdo da proteina p47°"*. Neutréfilos de rato
foram incubados na presenga de acetato (25 mM), propionato (12 mM) ou
butirato (12 mM) e PMA (54 ng/mL) por 30 minutos e posteriormente avaliou-se
a ativacdo da p47°"**. Os valores representam a média + erro padrdo da média
de 3 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.5 Efeito dos AGCC sobre a produgdao de AMP ciclico por neutréfilos de
ratos

O segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico) é
gerado a partir da adenosina trifosfato (ATP) e dentre outras agbes ativa a
proteina quinase A (PKA), que é inibidora da ativacado do sistema NADPH oxidase
(O'DOWD et al., 2004). Com o intuito de avaliar se o efeito inibitério do butirato
sobre a producdo de ERO poderia estar relacionado com uma ag¢ao sobre o
conteudo intracelular de AMP ciclico, as concentragdes intracelulares desse
mensageiro foram determinadas em neutrofilos incubados na presenca de butirato
(AGCC que inibiu a produg¢ao de ERO por neutréfilos).

A concentracdo de butirato utilizada nesse experimento foi de 12 mM,
menor concentracdo desse acido graxo que foi capaz de inibir a produgédo de
superoéxido pelos neutrofilos. As células foram incubadas durante 20 minutos com
butirato ou forscolina (ativador da adenilato ciclase) na presenca de
isobutilmetilxantina (IBMX), inibidor da fosfodiesterase.

A forscolina e em menor grau o butirato aumentaram significativamente as
concentracgdes intracelulares de AMP ciclico (Figura 17). Com a finalidade de
analisar a participagao da proteina Gi no aumento de AMP ciclico, esse segundo
mensageiro foi quantificado em neutrofilos pré-tratados com toxina pertussis (PTX)
e estimulados com butirato. O efeito estimulatério do butirato foi abolido nas

células tratadas com PTX (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do butirato sobre a concentracdo de AMP ciclico em neutréfilos. As
células foram tratadas por 20 minutos com butirato (12 mM) e, posteriormente,
determinou-se o conteudo de AMP ciclico nas mesmas. Forscolina foi utilizada
como controle positivo dos experimentos. Os valores representam a média *
erro padrao da média de 3 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).

4.6 Efeito dos AGCC sobre a capacidade fagocitica e de destruicao de C.
albicans

Uma vez que os AGCC modificaram a producéo de ERO pelos neutrdfilos,
importante mecanismo envolvido na destruicdo de microrganismos, avaliou-se
também o efeito desses acidos graxos sobre a capacidade dos neutrofilos de
fagocitar e destruir leveduras de Candida albicans. Para tanto, leveduras
previamente opsonizadas foram incubadas com neutrdfilos na presenca dos
AGCC (acetato 25 mM, propionato 12 mM e butirato 12 mM). Conforme pode ser
observado na Figura 18, os AGCC, a excecdo do butirato, ndo tiveram qualquer
efeito sobre os parametros avaliados nas concentragdes testadas. Por outro lado,
na presenca de butirato, houve redugao significativa do numero de células que
fagocitaram leveduras e da capacidade de destruicdo das mesmas (Figuras 18A e
18B).
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Figura 18. Efeito dos AGCC sobre a capacidade fagocitica (A) e atividade fungicida (B) de
neutrofilos de rato. Neutréfilos foram incubados na presenca de AGCC e
Candida albicans opsonizadas durante 1 hora e, posteriormente, avaliou-se a
fagocitose e destruicdo das mesmas. Os valores representam a média * erro
padrdo da média de 3 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.7 Efeito dos AGCC na produgao de citocinas e NO por neutréfilos de
rato

4.7.1 Efeito dos AGCC e do inibidor de HDACs (tricostatina A) sobre a
producao de citocinas por neutrofilos de rato

Os neutrdfilos foram avaliados quanto a capacidade de produzir citocinas
(TNF-a, IL-1B e CINC-2apB) na presenca de concentragdes nao tdxicas dos acidos
graxos de cadeia curta e LPS (5 pg/mL). A quantificagdo das citocinas no
sobrenadante foi realizada apés 4 (TNF-a) ou 18 horas (IL-18 e CINC-20f) de
cultura.

Propionato e butirato inibiram o efeito estimulatério do LPS sobre a
producao de TNF-a (Figuras 19B e 19C) e CINC-2a (Figuras 18H e 18I). No caso
da IL-1p8, propionato (8 e 12 mM) e butirato (1,6 e 3,2 mM) apresentaram efeito
aditivo sobre a produgéo e liberagdo dessa citocina em resposta ao LPS (Figuras
19E e 19F). O acetato ndo apresentou qualquer efeito sobre a produgédo das
citocinas avaliadas (Figuras 19A, 19D e 19G).

Neutréfilos incubados na presenca do inibidor de histona desacetilase,
tricostatina (TSA), na concentragdo de 25 nM e LPS (5 pg/mL) produziram
quantidades menores de TNF-a e CINC-20B8 em comparagdo com células
incubadas apenas com LPS (Figuras 20A e 20C). TSA apresentou efeito aditivo

em relacdo ao LPS sobre a produgao de IL-1B por neutrofilos (Figura 20B).



A
300
300
200
s 3 200+
w £ o]
Z> w E *
o ZS *
100-{ e *
100+
0’
0 10 25 0-
0 04 4 8 12
Acetato (mM) + LPS Propionato (mM) + LPS
*
1200+
- 800-{
TE ez
22 R
~ -z
400
10 0-
Acetato (mM) + LPS 0 0.4 4 8
Propionato (mM) + LPS
G
40000-
30000
30000
@ —
< _ 20000 33
g & € 20000
= z2
Z 2 i *
© 10000 100004
*
0,

0 25 0 04 4 8

10
Acetato (mM) + LPS

12

Propionato (mM) + LPS

12

300

30000~

91

04 08 1,6 32
Butirato (mM) + LPS

*

0,4 0,38 1,6 3,2
Butirato (mM) + LPS

0 04 0.8 1,6 3.2
Butirato (mM) + LPS

Figura 19. Efeito dos AGCC sobre a produgdo de citocinas por neutréfilos de rato.
Neutrofilos foram incubados na presenca de diferentes concentragdes de
acetato (A, D e G), propionato (B, E e H) ou butirato (C, F e |I) e LPS por 4
(TNF-a) ou 18 horas (IL-18 e CINC-2ap). Posteriormente, avaliou-se no
sobrenadante das culturas as concentragdes de TNF-a (A, B e C), IL-1B8 (D, E
e F) e CINC-20B (G, H e I). Os valores representam a média £ erro padrao da
média de 3 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (auséncia de AGCC).
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Figura 20. Efeito da tricostatina A (TSA) sobre a producgdo de citocinas por neutrdfilos de
rato. Neutroéfilos foram incubados na presenca de tricostatina (TSA; 25 nM) e
LPS por 4 (TNF-a) ou 18 horas (IL-18 e CINC-2ap), posteriormente, avaliou-se
as concentragdoes de TNF-a (A), IL-1B8 (B) e CINC-2aB (C) no sobrenadante
das culturas. Os valores representam a média = erro padrdao da média de 3
ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.7.2 Efeito dos AGCC e do inibidor de HDAC (tricostatina A) sobre a
producao de 6xido nitrico (NO) por neutrdfilos de rato

Os neutrdfilos foram avaliados quanto a capacidade de produzir NO na
presenga dos AGCC ou ftricostatina (TSA - 25 nM) e LPS (5 pg/mL). A
quantificacdo de NO presente no sobrenadante das culturas foi realizada apds 18
horas de incubacéo.

Neutréfilos incubados com acetato e estimulados com LPS apresentaram a
mesma producdo de NO que as células apenas estimuladas com LPS (Figura
21A). Contudo, propionato (12 mM), butirato (1,6 mM e 3,2 mM) e TSA atenuaram
o efeito estimulatério do LPS sobre a produgao desse mediador (Figuras 21B, 21C
e 21D).
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Figura 21. Efeito dos AGCC e tricostatina sobre a produgao de NO por neutrdfilos de rato.
Neutréfilos foram incubados na presenca de acetato (A), propionato (B),
butirato (C) ou TSA (D) e LPS por 18 horas e, posteriormente, avaliou-se no
sobrenadante das culturas as concentragdes de nitrito. Os valores representam
a média * erro padrao da média de 3 ensaios em duplicata. *p< 0,05 vs
controle (sem AGCC ou TSA).
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4.8 Efeito dos AGCC sobre o conteido de mRNA de citocinas e iNOS em
neutroéfilos de rato

Considerando os resultados obtidos para produgdo de citocinas e NO por
neutréfilos na presengca de AGCC, avaliou-se o efeito dos mesmos sobre a
expressao de mRNA desses mediadores. Para tanto, neutrofilos foram incubados
por 1 e 4 horas na presengca de AGCC (acetato 25 mM, propionato 12 mM e
butirato 1,6 mM) e LPS (5 pg/mL). As concentragdes utilizadas dos AGCC nestes
experimentos foram as menores que modificaram a producdo das citocinas e NO.
No caso do acetato, o qual ndo teve qualquer efeito sobre a producdo desses
mediadores, utilizou-se a concentragao de 25 mM.

Neutrofilos tratados com propionato e butirato apresentaram diminuicdo da
expressdo do mRNA de CINC-2 e TNF-a (Figuras 22A e 22B). Ja a expressao do
MmRNA da IL-18 aumentou significativamente na presenga de butirato (Figura
22C).

Com relacao a expressao da iNOS, apenas o butirato teve efeito; reduziu
significativamente a expressdo de mRNA dessa enzima (Figura 22D). Vale
ressaltar que em todos esses experimentos os periodos de tempo utilizados para
a avaliagao da expressdo do mRNA das citocinas foram escolhidos com base no

pico de expressao desses genes apos estimulagdo com LPS.
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Figura 22. Expressao relativa do mRNA das citocinas TNF-a (A), CINC 2a (B), IL-1B (C) e
iINOS (D) em neutréfilos apés incubagdo com AGCC por 1 (TNF-a) e 4 horas
(CINC-2, IL-1B e iINOS) na presenca de LPS (5 pg/mL). Os resultados foram
corrigidos pela expressdo do mRNA da B2 microglobulina (controle interno) e
normalizados pelos valores obtidos na auséncia de AGCC (PBS). Os valores
representam a média + erro padrao da média de 3 ensaios em duplicata. * p<
0,05 vs controle (PBS).
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4.9 Efeito dos AGCC sobre a atividade de histonas desacetilases (HDAC)

Um dos mecanismos pelo qual os AGCC atuam nas células é via inibicao
da atividade das HDAC. Essas enzimas via controle do estado de acetilagdo de
fatores de transcricdo e de histonas modulam a expressdo génica. O efeito de
diferentes concentracdes de AGCC sobre a atividade de HDAC foi avaliado em
extratos nucleares obtidos de neutrdfilos.

Os trés AGCC (acetato, propionato e butirato) inibiram a atividade da HDAC
(Figura 23). Contudo, houve diferenca entre os mesmos com relagéo a poténcia
de inibicdo; o butirato foi o mais potente com uma concentragéo inibitéria 50%
estimada (ICsp) igual a 2,8 mM. Propionato apresentou ICsq igual a 8,7 mM. O

menos potente foi o acetato (ICs0= 66 mM).

—a— Acetato
—— Propionato
—¥— Butirato

Atividade de HDAC

0 | | | X

0 25 50 75 100
Concentragao (mM)

Figura 23. Efeito dos AGCC sobre a atividade de histona desacetilases (HDACs). A
atividade de HDACs de extratos nucleares de neutréfilos foi avaliada na
presenca de diferentes concentragcbes de AGCC. Os valores representam a
média * erro padrao da média de dois ensaios em duplicata.
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4.10 Efeito dos AGCC sobre a ativacao do fator de transcricio NFKB em
neutroéfilos de ratos

Conforme descrito anteriormente, o fator de transcricdo NFkB controla a
expressdo de genes envolvidos no processo inflamatério como citocinas,
moléculas de adesdo e enzimas (por exemplo, ciclooxigenase e iINOS). O efeito
dos AGCC sobre a ativagao do NFkB foi avaliado em neutroéfilos estimulados com
LPS pela técnica de EMSA (ensaio de mobilidade eletroforética retardada).

Acetato, propionato e butirato nas concentragdes, respectivamente, de 25,
12 e 1,6 mM nao tiveram qualquer efeito sobre a ativacdo basal do fator de
transcricdo NFkB (dados n&o mostrados). Entretanto, propionato e butirato

inibiram a ativagdo do NFkB induzida por LPS (Figuras 24 e 25).

S
§
&
PBS Ac Pr Bt ¢
LPS _ + + + + +

Forma ativa do
fator de
transcrigao

oLy

Figura 24. Foto representativa de trés experimentos. Ativacdo do fator de transcricdo
NFkB em células incubadas por 30 minutos na presenca de PBS (controle),
acetato (Ac), propionato (Pr) ou butirato (Bt) e estimuladas ou ndo com LPS.
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Figura 25. Efeito dos AGCC sobre a ativagao por LPS do fator de transcricdo NFkB em
neutrdéfilos de ratos. Neutrofilos foram incubados na presenca de AGCC e LPS
por 30 minutos e, posteriormente, avaliou-se pela técnica de ensaio de
mobilidade eletroforética retardada a ativacdo do NFkB. Os valores
representam a média + erro padrao da média de 3 ensaios. Os valores foram
corrigidos pelo controle (PBS) * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.11 Efeito dos AGCC sobre o processo de migracao de neutréfilos
4.11.1 Efeito quimiotatico dos AGCC

O efeito quimiotatico dos AGCC foi avaliado por duas técnicas diferentes: 1)
membranas porosas acopladas a placas de cultura (sistema Transwell), que
permite uma analise mais rapida e barata do efeito dos AGCC sobre a quimiotaxia
de neutrdfilos e 2) o sistema EzTaxiscan®, que possibilita acompanhar a trajetéria
das células em tempo real.

Em todos os experimentos utilizou-se o composto fMLP como controle
positivo. No transwell, esse quimioatraente (concentragdo 1 uM) aumentou em 12
vezes 0 numero de neutréfilos migrados para o compartimento inferior em
comparagao com o controle (PBS). Conforme pode ser observado na Figura 26,
os trés AGCC induziram quimiotaxia de neutréfilos. Acetato e butirato aumentaram
significativamente o numero de neutrofilos migrados a partir da concentragéo de
0,1 mM, enquanto que esse efeito s6 foi verificado com propionato a partir de 0,3
mM. Contudo, o propionato foi mais efetivo na indugao de quimiotaxia que os
outros, uma vez que aumentou em cerca de 4 a 5 vezes o numero de neutrdéfilos
migrados enquanto que acetato e butirato aumentaram de 2 a 3 vezes (Figura 26).

Os experimentos utilizando o sistema EzTaxiscan foram realizados apenas
com o propionato. Nesses experimentos, o fMLP também foi empregado como
controle positivo. Esse quimioatraente mesmo em concentragdes baixas (0,067 e
0,125 pyM) induziu aumento significativo na porcentagem de neutrdfilos em
movimento comparado com a condi¢do controle (PBS) (Figura 27). Contudo, o
movimento direcionado de neutrdéfilos ocorreu apenas a partir de concentragdes
mais altas (0,25 yM a 1 pM). Assim como observado nos experimentos com
transwell, o propionato induziu quimiotaxia de neutrdfilos (Figura 28). Entretanto,
no caso da camara EzTaxiscan as concentragdes necessarias para haver a
migracao dos neutrdéfilos foram mais elevadas (a partir de 10 mM), o que pode em
parte decorrer de diferengas entre os dois sistemas; no transwell a distancia entre
as células e o quimiotraente é bem menor do que na EzTaxiscan, além do fato de
que o gradiente formado pelo agonista se mantém por um periodo de tempo maior
na EzTaxiscan (KANEGASAKI, NOMURA et al., 2003).
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Figura 26. Efeito dos AGCC sobre a quimiotaxia de neutréfilos. Neutréfilos foram testados
quanto a quimiotaxia frente a diferentes concentragdes de acetato (A),
propionato (B) e butirato (C) Os valores representam a média + erro padrao da
média de 3 ensaios em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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Figura 27. Efeito de diferentes concentragbes de fMLP sobre a quimiotaxia de neutréfilos.
O trajeto percorrido pelos neutrofilos e a direcionalidade da movimentagao
dessas células na presenca de diferentes concentracbes de fMLP foram
avaliados durante 30 minutos na cadmara EzTaxiscan (A). A porcentagem de
células em movimento foi analisada considerando 50 ym como a distancia
minima a ser percorrida pela célula para a mesma ser considerada em
movimento (B). Os valores representam a média + erro padrao da média de 6-
9 videos obtidos de 2 ensaios independentes. * p< 0,05 vs controle (sem
fMLP).
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Efeito de diferentes concentragbes de propionato sobre a quimiotaxia de
neutréfilos. O trajeto percorrido pelos neutrdfilos e a direcionalidade da
movimentacdo dessas células na presenga de diferentes concentragcbes de
propionato foram avaliados durante 30 minutos na camara EzTaxiscan (A). A
porcentagem de células em movimento foi analisada considerando 50 ym
como a distdncia minima a ser percorrida pela célula para a mesma ser
considerada em movimento (B). Os valores representam a meédia = erro
padrdo da média de 6- 9 videos obtidos de 2 ensaios independentes. * p<
0,05 vs controle.
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4.11.2 Efeito quimiotatico do agonista seletivo do receptor GPR43 (CTMB)

Com o intuito de avaliar se os efeitos dos AGCC sobre a quimiotaxia de
neutréfilos envolviam a ativagdo do receptor GPR43 utilizou-se agonista seletivo
do receptor GPR43, o CTMB, e neutrdfilos isolados de camundongos GPR43-/-.

Conforme pode ser observado na Figura 29, o CTMB induziu aumento
significativo do numero de neutréfilos que migraram para o compartimento inferior
no sistema de transwells. O efeito quimiotatico do CTMB foi confirmado utilizando
a camara EzTaxiscan; esse composto a partir de 25 upM aumentou
significativamente o numero de neutréfilos em movimento (Figura 30). Vale
ressaltar que em acordo com os resultados obtidos pelo grupo que inicialmente
descreveu o CTMB como agonista seletivo do receptor GPR43 (LEE,
SCHWANDNER et al., 2008), as concentragbes necessarias desse composto para
induzir a migracao de neutrofilos foram cerca de 1000 vezes menores do que a
dos AGCC.

Neutréfilos isolados de animais GPR43” apresentaram resposta
quimiotatica ao propionato e CTMB reduzida, nos experimentos com Transwell e
na camara EzTaxiscan, em comparagdo com os animais selvagens (WT) (Figura
31). Entretanto, ndo houve qualquer diferenga na quimiotaxia desses neutrdfilos

em resposta ao fMLP (Figura 31).
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Efeito do agonista do receptor GPR43 (CTMB) sobre a quimiotaxia de
neutrofilos. Neutréfilos foram testados quanto a quimiotaxia frente a diferentes
concentracdes de acetato (A), propionato (B) e butirato (C) Os valores
representam a média + erro padrao da média de 3 ensaios em duplicata. * p<
0,05 vs controle (PBS).
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Figura 30. Efeito de diferentes concentragdes do agonista seletivo do receptor GPR43

(CTMB) sobre a quimiotaxia de neutrofilos. O trajeto percorrido pelos
neutrofilos e a direcionalidade da movimentagcao dessas células na presenca
de diferentes concentragcdes de CTMB foram avaliados durante 30 minutos na
camara EzTaxiscan (A). A porcentagem de células em movimento foi analisada
considerando 50 um como a distdncia minima a ser percorrida pela célula para
a mesma ser considerada em movimento (B). Os valores representam a media
* erro padrdo da média de 6- 9 videos obtidos de 3 ensaios independentes. *
p< 0,05 vs controle.
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Figura 31. Analise da resposta quimiotatica de neutrdéfilos isolados de animais que nao
expressam o receptor GPR43 (GPR43") ao propionato, CTMB e fMLP.
Neutréfilos de animais GPR43™ e seus controles (WT) foram testados quanto a
quimiotaxia frente a diferentes agonistas (propionato, CTMB e fMLP). Os
valores representam a média + erro padrao da média de 3 ensaios em
duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.11.3 Efeito dos AGCC sobre a migragcao de leucodcitos para a bolsa de ar

Com o objetivo de avaliar o efeito dos AGCC sobre a migracao de
leucdcitos in vivo, utilizou-se o ensaio de bolsa de ar em ratos. Apos 4 horas da
aplicacdo dos AGCC, do controle positivo (fMLP) ou PBS, determinou-se o
nuamero de células que migraram para a bolsa de ar. As células coletadas das
bolsas de ar consistiam predominantemente de neutréfilos (mais de 90%),
conforme verificado apds confecgcao das laminas e analise em microscopio optico.

O tratamento com fMLP ou AGCC aumentou significativamente o numero
de células que migraram para a bolsa de ar em comparagao com o controle (PBS)
(Figura 32).

A quantidade das citocinas (CINC-2ap, IL-1p e TNF-a) liberadas na bolsa
de ar foi determinada no exsudato obtido apds 4 horas da aplicacao dos AGCC,
do controle positivo (fMLP) ou PBS. Conforme pode ser visualizado na Figura 32,
os AGCC néo tiveram efeito significativo sobre a quantidade de IL-13 e TNF-a
liberadas na bolsa. Contudo, houve aumento de 1,7-, 3,8- e 2,7- vezes na
quantidade da quimiocina CINC-2a3 presente na bolsa de ar quando da aplicagéo

de acetato, propionato e butirato, respectivamente (Figura 33).
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Figura 32. Efeito dos AGCC sobre a migragéo de células para a bolsa de ar. O numero de
células que migraram para a bolsa de ar foi quantificado 4 horas apds adigcao
de PBS, AGCC ou fMLP. Os valores de cada experimento foram normalizados
pelo numero de células obtido na condicdo controle (PBS). Os valores
representam a média + erro padrdao da média de 4 ensaios. * p< 0,05 vs
controle (PBS).
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Figura 33. Efeito dos AGCC sobre a liberacdo de citocinas na bolsa de ar. As citocinas
CINC-2apB (A), TNF-a (B) e IL-1B (C) liberadas no exsudato da bolsa de ar
foram quantificadas 4 horas apés adicao de PBS, AGCC ou fMLP. Os valores
representam a média £ erro padrao da média de 3 ensaios. * p< 0,05 vs
controle (PBS).
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4.11.4 Efeito dos AGCC sobre a interagao endotélio-leucdcito

Os AGCC foram aplicados topicamente nas vénulas mesentéricas de ratos
e avaliou-se o efeito dos mesmos sobre o rolamento e adesdo de leucdcitos ao
endotélio por microscopia intravital. As analises (contagem do numero de células
rolando e aderidas) foram realizadas 10 minutos apés a aplicagdo dos AGCC,
PBS ou fMLP.

Acetato, propionato e butirato nas concentragdes, respectivamente, de 25,
24 e 24 mM aumentaram o numero de células rolando e aderidas ao endotélio em
comparagdao com o grupo controle (aplicagdo de PBS) (Tabela 5). Em
concentracbes menores, os AGCC nao tiveram efeito significativo sobre os

parametros avaliados.

Tabela 5 - Efeito dos AGCC sobre o rolamento e adesao de leucocitos ao endotélio.

Tratamentos Células rolando Adesao

(valores relativos) (valores relativos)

Controle 98 + 10 915
Acetato (25 mM) 170 £ 21* 144 + 21*

Propionato (12 mM) 90+ 9 99+8
Propionato (24 mM) 170 + 14~ 135 + 6*
Butirato (12 mM) 92+19 114 £ 10
Butirato (24 mM) 146 + 23* 129 + 24*
fMLP (10 nM) 155 + 24* 207 + 14*

Células rolando e aderidas as vénulas mesentéricas apds aplicagao topica de PBS,
AGCC ou fMLP. Os valores de cada experimento foram normalizados pelo niumero
de células obtido na condi¢do controle (PBS). Os valores representam a média %
erro padrao da média de 5 ensaios. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.11.5 Efeito dos AGCC sobre a expressao de moléculas de adesao

O efeito estimulatério dos AGCC no rolamento e adeséo de leucécitos ao
endotélio nos levou a investigar a agado desses compostos sobre a expressao das
moléculas de adesao L-selectina e B2-integrina na superficie de neutréfilos. Para
tanto, neutréfilos foram pré-incubados por 4 horas na presenga de acetato (25
mM), propionato (12 mM) ou butirato (12 mM). As células foram posteriormente
estimuladas com fMLP e procedeu-se a mensuracéo de L-selectina e B2-integrina
na membrana dos neutréfilos por citometria de fluxo.

A expressao de L-selectina na superficie de neutrdfilos pré-incubados com
AGCC ou fMLP foi significativamente maior do que nas células tratadas com PBS
(Tabela 6). A expressdo de p2-integrina aumentou apds tratamento das células
com fMLP, porém, ndo se observou efeito dos AGCC sobre a expressao dessa
molécula de adesdo (Figura 34 e Tabela 6). Nao houve efeito dos AGCC sobre a
expressdo de L-selectina ou pB2-integrina estimulada por fMLP (dados né&o

mostrados).
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Figura 34. Histograma representativo das analises por citometria de fluxo da expressao
de pB2-integrina and L-selectina na membrana de neutrdfilos. Células
estimuladas com fMLP (histogramas nao preenchidos) ou nao (histogramas

preenchidos).
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Tabela 6 - Efeito dos AGCC sobre a expressao de L-selectina e p2-integrina na superficie
de neutrofilos.

L-selectina B2-integrina

Tratamentos ,
(valores relativos) (valores relativos)

Controle (PBS) 1,0 1,0
Acetato (25 mM) 1,55 + 0,30* 1,14 + 0,08
Propionato(12 mM) 1,52 £ 0,20* 1,24 £ 0,13
Butirato (12 mM) 1,44 + 0,24* 1,16 + 0,11
fMLP (10 nM) 1,90 + 0,24* 1,99 + 0,16*

A expressado de L-selectina e B2-integrina na superficie de neutrdfilos foi avaliada por
citometria de fluxo apds pré-tratamento (4 horas) com PBS ou AGCC. fMLP foi usado
como controle positivo. Os valores representam a média + erro padrao da média de 3
ensaios. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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4.11.6 Efeito dos AGCC sobre o conteido de mRNA das moléculas de adesao (L-
selectina e B2-integrina)

O conteudo de mRNA das moléculas de adeséao L-selectina e B2 integrina
foi avaliado em neutréfilos previamente incubados com acetato (25 mM),
propionato (12 mM) e butirato (12 mM) por 1 ou 4 horas.

Apods 1 hora de incubagao com os AGCC, néo houve alteragao no conteudo
de mRNA das moléculas de adesao em neutrdfilos (Figuras 35A e 35B). Contudo,
apos 4 horas, houve aumento da expressao génica de L-selectina em neutrdfilos
incubados na presencga de acetato, propionato ou butirato e de B2 integrina nas

células incubadas com propionato (Figuras 35C e 35D).
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Figura 35. Expressdo de mRNA das proteinas L-selectina e 32 integrina em neutréfilos de
rato apds incubagdo com AGCC por uma (A e B) ou 4 (C e D) horas. Os
resultados foram corrigidos pela expressdao do mRNA da (2 microglobulina
(controle interno) e normalizados pelos valores obtidos na auséncia de AGCC
(PBS). Os valores representam a média + erro padrao da média de 3
experimentos em duplicata. * p< 0,05 vs controle (PBS).
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5.1 Efeito dos AGCC sobre a producao de ERO por neutréfilos

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) pelos leucécitos é
essencial para o processo de defesa contra microrganismos (BABIOR, 1999;
SEGAL, 2005). Na doenga granulomatosa cronica, doenga genética caracterizada
por alteracao funcional do sistema NADPH oxidase (principal via de produgao de
ERO em fagdcitos), ha maior susceptibilidade dos individuos a infeccdes
bacterianas e fungicas, evidenciando a importancia das ERO na defesa do
organismo (SEGAL, 1989). Além disso, as ERO participam na ativagdo e/ou
regulacdo de importantes vias de sinalizagdo celular e modulam diferentes
aspectos do processo inflamatério (SUZUKI et al., 1997; FIALKOW, WANG et al.,
2007). As ERO também podem ter efeitos deletérios ao organismo; o aumento de
sua produgdo por leucécitos € um dos mecanismos que contribuem para a
destruicdo tecidual observada em diversas patologias como na doenga
inflamatdria intestinal (IBD) (REZAIE et al., 2007) e na artrite reumatoide (FILIPPIN
et al., 2008).

Em trabalhos prévios nos quais foram analisados os efeitos dos AGCC
sobre a produgao de ERO por neutrdfilos, foi relatada estimulacdo (STRINGER et
al., 1996; NAKAO, MORIYA et al., 1998) e inibicao (EFTIMIADI, BUZZI et al.,
1987; TONETTI, CAVALLERO et al., 1991; LIU et al., 2001; DIANZANI, CAVALLI
et al., 2006; MILLS et al., 2006; SANDOVAL et al., 2007). Essa variagao decorre
em parte do uso de diferentes células, concentragcbes de AGCC e técnicas de
avaliacao da producao de ERO. Considerando a contradicdo entre os resultados
da literatura e a falta de descricdo de mecanismos envolvidos nos efeitos,
avaliamos a producdo de ERO em neutréfilos de ratos e alguns dos possiveis
mecanismos envolvidos como, por exemplo, a modulagdo da expressao génica,
das concentragdes intracelulares de AMP ciclico e envolvimento da proteina G.

Neste trabalho verificamos que os AGCC, particularmente o butirato,
alteram a produgdo de ERO por neutrdfilos. O butirato reduziu significativa da
producao de superoxido e peroxido de hidrogénio na presenca de fMLP e PMA

(Figuras 9, 10 e 11). Em concordancia com nossos resultados, outros autores
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também demonstraram que esse acido graxo inibe a produgdo de ERO por
neutréfilos (EFTIMIADI, BUZZI et al., 1987; TONETTI, CAVALLERO et al., 1991;
LIU, SHIMOYAMA et al.,, 2001; DIANZANI, CAVALLI et al., 2006; MILLS,
MONTGOMERY et al., 2006; SANDOVAL, TRIVINOS et al., 2007). Tonetti et al.
(1993) mostraram reducgédo da producao de superéxido e aumento de H,O, por
neutréfilos humanos em resposta a um analogo do diacilglicerol (acetato de
tetradecanoil-forbol ou TPA) na presenca de 30 mM de butirato. Segundo esses
autores, a reducao da produgao de superoxido e o aumento da de perdxido de
hidrogénio decorrem da diminuicdo do pH intracelular pelo butirato. No presente
estudo ndo avaliamos o pH intracelular ap6és a adicdo dos AGCC. Contudo,
acreditamos que esse efeito ndo esteja envolvido uma vez que, acetato e
propionato também alteram o pH intracelular de neutréfilos, causando acidificacéo
inicial e, posterior, alcalinizagdo, porém o efeito final desses trés AGCC (acetato,
propionato e butirato) na produgdo de superéxido €, conforme demonstrado por
nés e outros autores (BRUNKHORST, KRAUS et al, 1992; MILLS,
MONTGOMERY et al., 2006; SANDOVAL, TRIVINOS et al., 2007), diferente e, em
alguns casos, até mesmo oposto.

Outra hipotese que justificaria o efeito do butirato sobre a produgado de ERO
seria a modulacdo da expressao génica de componentes do sistema NADPH
oxidase. Os componentes da NADPH oxidase (p40°", p47°"** p67°"°% Rac,
Rap1A, p22°"* e gp91P"™*) podem, sob determinadas condicdes, terem sua
expressao modificada alterando a producdo de ERO. Sabe-se, por exemplo, que
neutréfilos de pacientes com mielodisplasia produzem menor quantidade de ERO
em resposta a fMLP devido, ao menos em parte, a uma menor expressao de
p22°"°* @ gp91P"* (FUHLER et al., 2003). Contudo, em nosso estudo, os AGCC
nao tiveram qualquer efeito sobre a expressdo dos componentes da NADPH
oxidase, descartando assim essa possibilidade (Figura 15). Contrario a essa
hipotese (butirato modulando a expressdo de componentes da NADPH oxidase e
com isso alterando a produgdo de ERO) também esta o fato de que o efeito do
butirato foi observado de maneira mais intensa nos experimentos em que as

células foram analisadas quanto a producdo de ERO na presenca deste AGCC
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(Figuras 9 e 11) e nem tanto apds pré-incubagao de 4 horas (Figuras 10 e 12). Ou
seja, as células foram expostas ao butirato por um periodo muito curto de tempo
(1 hora), que pode nao ser suficiente para modificar a expressao génica.

Outra etapa crucial no processo de ativacao do sistema NADPH oxidase e
da producdo de ERO por neutréfilos € o recrutamento das subunidades
citossolicas para a membrana citoplasmatica. Nesse contexto, a fosforilagdo da
proteina p47°"°* é um evento chave (BABIOR, 1999; SHEPPARD, KELHER et al.,
2005). Essa proteina apresenta em sua estrutura quatro dominios conhecidos:
dominio N-terminal homdlogo ao phox (PX), dominio interno SH3, dominio auto-
inibitério e dominio C-terminal rico em prolina (FINAN et al., 1994; YUZAWA et al.,
2004). Em repouso, o dominio SH3 permanece ligado ao dominio auto-inibitério,
impedindo a interacdo dos dominios PX e rico em prolina com a p67°"* e p40P"
(SUMIMOTO et al., 1994). A fosforilagdo em serina do dominio PX, a qual pode
ser decorrente da agao de diferentes quinases como a proteina quinase C (PKC),
a p38 MAPK (proteina quinase ativada por mitdégenos) e a fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K), permite a ativagdo da p47°"° e sua interagdo com os outros
componentes (SHEPPARD, KELHER et al., 2005). No presente estudo, verificou-
se que o butirato inibiu a fosforilagdo da p47°"°* (Figura 16). Esse efeito pode ser,
ao menos em parte, responsavel pela reducdo ora observada na producgao
estimulada de superoéxido e perdxido de hidrogénio.

O receptor GPR43, que se acopla as proteinas Gi/o e Gq, pode estar
envolvido nos efeitos dos AGCC sobre a producdo de ERO em neutrdfilos. A
ativacdao de Gq, dentre outros efeitos, por aumentar as concentragdes de calcio
intracelular e com isso a atividade da PKC, pode, conforme discutido adiante, ser
0 mecanismo pelo qual o acetato aumenta a producédo de ERO (efeito verificado
de maneira mais intensa pela técnica do vermelho de fenol, que detecta
principalmente peréxido de hidrogénio) na auséncia de estimulo (Figuras 9 e 10).

A proteina Gi ativa diferentes efetores como fosfolipases, canais idnicos e
adenilato ciclase, enzima que converte ATP em AMP ciclico. O fato do efeito do
butirato ter sido abolido pelo inibidor de Gi (toxina pertussis) (Figura 13) sugere

que essa proteina deva estar envolvida na agao do butirato sobre a producio de
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ERO. Sabe-se que a subunidade Gai da proteina Gi tem acao inibitéria sobre a
atividade da adenilato ciclase, o que, consequentemente, diminui a formagao de
AMP ciclico e a ativagdo da proteina quinase A (PKA). Contudo, existem ao
menos nove isoformas de adenilato ciclase que, apesar de serem estimuladas
pela subunidade a da proteina Gs, ndo sao todas inibidas pela subunidade a da
proteina Gi (TANG e HURLEY, 1998). Em neutrdfilos, a ativagdo da proteina Gi,
por exemplo, por fMLP, leva ao aumento das concentragdes de AMP ciclico e n&o
a diminuicdo, como seria esperado (SIMCHOWITZ et al., 1980; SUZUKI et al.,
1996; ALI et al., 1998; MAHADEO et al., 2007). Esse efeito pode ser explicado
pelo fato de neutréfilos expressarem isoformas da adenilato ciclase insensiveis a
Gai (HACKER et al, 1998) e pelas subunidades GPy atuarem direta ou
indiretamente sobre a adenilato ciclase, estimulando-a (MAHADEO, JANKA-
JUNTTILA et al., 2007).

Uma de nossas propostas para explicar o efeito do butirato sobre a
producao de ERO consistia na ativacao por esse AGCC do receptor GPR43, o
qual esta acoplado a proteina Gi e aumento das concentragdes de AMP ciclico
(Figura 17), que por sua vez ativa PKA, enzima que sabidamente inibe a
fosforilacdo da p47°"* e a producdo de ERO (BENGIS-GARBER e GRUENER,
1996). Contrario a essa hipotese, estdo os resultados obtidos com o agonista
sintético do receptor GPR43 (CTMB), que nao apresentou qualquer efeito inibitério
sobre a produgdo estimulada por PMA de ERO por neutréfilos (resultados
preliminares ndo apresentados) e o fato de que os outros AGCC, acetato e
propionato, que também ativam o receptor GPR43, ndo apresentam o mesmo
efeito que o butirato. Considerando esses resultados acreditamos que o aumento
de AMP ciclico decorrente da ag¢ao do butirato no GPR43 pode contribuir para a
inibicdo de ERO nessas células, contudo outros efeitos devem participar na acao
do butirato como, conforme observado em trabalho prévio (RICKARD et al., 2000),
a inibicdo por esse AGCC da ativagao de isoformas da proteina quinase C (PKC),
como a PKCa e a PKCe.

O butirato inibiu a produgao de superédxido e perdxido de hidrogénio pelos

neutréfilos em resposta a estimulos como fMLP e PMA, bem como a producao de
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acido hipocloroso (HOCI) (Figura 14). A maior parte do peréxido de hidrogénio
formado pelos neutrdfilos € consumida pela mieloperoxidase na formagao de acido
hipocloroso (KETTLE et al., 1997), que € considerado por muitos autores como o
principal agente de destruicdo de microrganismos (KLEBANOFF, 2005;
SHEPPARD, KELHER et al., 2005). A reducdo do conteudo de HOCI pode ser
decorrente da menor disponibilidade de substrato para a mieloperoxidase (H205),
reducdo da desgranulagédo dos neutréfilos, como demonstrado por Dianzani et al.
(2006), e/ou da inibicdo dessa enzima pelo butirato, conforme sugerido por Liu et
al. (2001).

O acetato, na auséncia de estimulo (PMA ou fMLP), aumentou a producao
de peroxido de hidrogénio (Figuras 9 e 10) pelos neutrdéfilos, mas néo teve efeito
sobre a producao de acido hipocloroso. Esses resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos por outros autores (MILLS, MONTGOMERY et al., 2006;
MASLOWSKI, VIEIRA et al., 2009).

Dados da literatura corroboram a idéia de que o acetato poderia estimular a
producdo de ERO via ativagcdo do receptor GPR43. Nakao et al. (1992)
observaram que o acetato, assim como o propionato, aumenta as concentracoes
intracelulares de calcio em neutrdfilos e que essa agao ocorre via proteina G, uma
vez que a adi¢ao de toxina pertussis (inibidor de proteina Gi) atenua o aumento de
calcio causado por propionato e acetato. O aumento de calcio intracelular ativa a
proteina quinase C, que fosforila a p47°"* e a p67°"°* ativando dessa maneira o
sistema NADPH oxidase. Nakao et al. (1992) também mostraram que acetato e
propionato aumentam a atividade da PKC. Maslowski et al. (2009) demonstram
que o acetato induz a producdo de ERO via receptor GPR43, uma vez que o esse
efeito foi abolido em neutrdfilos obtidos de animais knockout para esse receptor.
Em nosso trabalho, apesar da toxina pertussis nao ter afetado a acao estimulatéria
do acetato, como seria de se esperar devido ao acoplamento do GPR43 a Gi,
acreditamos que a agdo do acetato seja via receptor GPR43 uma vez que, com o
agonista desse receptor (CTMB) encontramos resultados similares aos obtidos

com acetato na producao de ERO (resultados n&do mostrados).
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O propionato nao teve efeito sobre a produgdo de superdxido (excegado no
caso da produgao de superdxido estimulada por fMLP), acido hipocloroso e a
fosforilagcdo de p47phox em neutréfilos. Trabalhos anteriores mostram que o
propionato induz a formacédo de inositol trisfosfato (IP3) e aumenta as
concentragdes intracelulares de calcio (NAKAO, MORIYA et al., 1998;
SANDOVAL, TRIVINOS et al., 2007). Contudo, esse acido graxo por si s6 nao
modifica a produgao de superodxido por neutrofilos (NAKAO, MORIYA et al., 1998;
SANDOVAL, TRIVINOS et al., 2007), o que de acordo com esses autores decorre
do fato de que o aumento de calcio causado por esse AGCC é insuficiente para
estimular a producgao de superoxido.

Uma vez que as concentracbes de AGCC no trato gastrintestinal sao
elevadas, estes poderiam modular a producdo de ERO por neutréfilos e
macrofagos, os quais migram para a mucosa intestinal durante o processo
inflamatdrio. Alteragbes nas concentragdes dos AGCC poderiam modificar a
producdo de ERO no trato gastrintestinal e ser em parte responsaveis pelo
desenvolvimento e/ou agravamento dos processos inflamatorios nesse tecido.
Além disso, devido ao fato de as concentracées de AGCC em locais de infecgdes
por bactérias anaerdbias serem altas (concentragcbes entre 10 e 30 mM), esses
acidos graxos poderiam alterar a resposta dos fagdcitos as bactérias e favorecer a
evasdo das mesmas do sistema imune (NIEDERMAN, BUYLE-BODIN et al., 1997;
NIEDERMAN, ZHANG et al., 1997).

5.2 Efeito dos AGCC sobre a producao de citocinas e NO por neutréfilos

Neutrofilos ndo s&o apenas killers, mas também importante fonte de
citocinas como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-13 (IL-1B),
interleucina-8 (IL-8) e o fator transformador de crescimento- (TGF-B), que
juntamente com outros mediadores como o 6xido nitrico (NO) e os eicosandides
sao liberados no local inflamatério e coordenam diferentes etapas do processo
(CASSATELLA, 1995).

Neutréfilos recrutam e ativam outras células além de modularem né&o

apenas o processo inflamatério, mas também a resposta immune adaptativa: por
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exemplo, os neutrdéfilos produzem quimiocinas como IL-8, citocina indutora de
quimiotaxia de neutréfilos (CINC-2) e proteina inflamatéria de macréfagos-1 (MIP-
1a and MIP-1B), que induzem a migragdo de neutrdfilos, mondcitos e linfocitos
(CASSATELLA, 1995); TNF-a e outras citocinas produzidas por neutrofilos atuam
na ativacao e diferenciacdo de células dendriticas e macrofagos (BENNOUNA et
al., 2003; TSUDA et al., 2004).

Neste trabalho, avaliou-se o efeito dos AGCC sobre a produgao de quatro
mediadores inflamatérios produzidos por neutrdfilos: TNF-a, citocina pro-
inflamatdéria com importantes efeitos locais (por exemplo, efeito priming sobre
neutréfilos e macréfagos) e sistémicos (liberagao de proteinas de fase aguda pelo
figado, ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, supressdo do apetite e
indugao de febre); IL-1B, que juntamente com TNF-a e IL-6, desempenha papel
crucial na indugao da resposta de fase aguda no figado e induz febre, além de agir
sobre diferentes tipos celulares como neutrofilos e marcréfagos estimulando a
secrecdo de outros mediadores e dessa maneira amplificando o processo
inflamatorio; a quimiocina CINC-2a3 e o NO. Esse ultimo mediador (NO) € um
radical livre com ampla gama de efeitos nas células que participam do processo
inflamatdrio incluindo vasodilatagéo, regulagdo da funcédo de plaquetas, neutréfilos
e macroéfagos (HICKEY, 2001; ABBAS, 2003).

Em neutrdfilos, assim como ja observado em outros tipos celulares (Tabela
7), os AGCC alteram a producdo de mediadores inflamatorios. No presente
trabalho observou-se que propionato e butirato reduziram a produgao de TNF-q,
CINC-2apB e 6xido nitrico (NO) estimulada por LPS nessas células (Figuras 19 e
21). Esses efeitos decorrem, ao menos em parte, de agédo a nivel transcricional

(Figura 22) e sobre a ativagao do fator de transcrigdo NFkB (Figura 23).
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Tabela 7 - Efeito dos AGCC sobre a produgado de mediadores inflamatérios por diferentes

tipos celulares.

Tipo celular Efeito AGCC Referéncia
Macrofago (células | TNF-a, IL-6, NO Bt (PARK, LEE et al.,
Raw 264.7) T1L-10 2007)
Células
(USAMI et al.,
mononucleares do | TNF-a, 1PGE2 Bt
2008)
sangue
Mondcitos e (FUKAE et al.,
| TNF-a Bt
macrofagos 2005)
JIL-2, IL-4, IL-5, IL- (KURITA-OCHIAI
Pr and Bt
6, IL-10 et al., 1995)
JIL-2, IFN-y e IL-
Linfocitos 10 (Bt) (CAVAGLIERI,
Ac, Pr and Bt NISHIYAMA et al.,
T1FN-y e IL-10 (Ac 2003)
e Pr)
. (WANG et al.,
Células dendriticas JIL-12, IL-6 Bt
2008)
Células humanas
endoteliais da lIL-6 and PGE2 Bt (OGAWA, RAFIEE
microvasculatura =IL-8 et al., 2003)
intestinal (HIMEC)
Células endoteliais
MORIKAWA et
de camundongo NO - (

(END-D)

al., 2004)

Abreviaturas: acetato (Ac), propionato (Pr), butirato (Bt), interferon-y (IFN-y), interleucina-
2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-
8), interleucina-12, (IL-12), 6xido nitrico, (NO), prostaglandina E2 (PGE2), fator de

necrose tumoral-a (TNF-a). (1) aumento, (|) reducao e (=) sem efeito.

Propionato e butirato também aumentaram a producdo de IL-13 por

neutréfilos estimulados com LPS (Figura 19). Uma vez que o gene da IL-1
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também é regulado pelo NFkB e esses acidos graxos inibiram a ativagdo desse
fator, esperava-se que a expressao desta citocina, assim como ocorreu para o
TNF-a, estivesse reduzida. Entretanto, verificou-se aumento da expressao de
mRNA de IL-1B (Figura 22) em neutrofilos estimulados com LPS na presenca de
propionato e butirato. Apesar de ndo se saber o porqué da diferenca de efeito dos
AGCC sobre a expressdao dos genes TNF-a e IL-1B, que normalmente sao
expressos em respostas aos mesmos estimulos e tém acgdes redundantes, ha
algumas hipoteses para explicar esse achado: 1) dependéncia para a expressao
génica de outros fatores de transcricdo, como AP-1, Cdx2 e a proteina
estimuladora de ligacdo a CCAAT (C/EBP) isoforma 3 (também conhecida como
NF-IL-6), os quais, em oposigdo ao NFkB, podem ter sua atividade aumentada na
presenca dos AGCC (ANDOH et al.,, 1999; DALMASSO et al., 2008) e 2) a
hiperacetilacdo das histonas pode diretamente aumentar a expressao de certos
genes. Ou seja, independentemente do efeito nos fatores de transcrigcdo, a
hiperacetilacdo aumentaria a expressdo de determinados genes devido a sua
acao sobre histonas. Esse efeito pode ser mais importante para alguns genes do
que para outros, uma vez que os mesmos ocupam posicdes diferentes no DNA e
podem sofrer maior ou menor influéncia do estado de acetilagdo da cromatina.

Os AGCC (acetato, propionato e butirato) inibiram a atividade de HDAC em
extrato nuclear de neutrdéfilos, sendo que o butirato foi o mais potente, enquanto
que o acetato foi 0 menos. As a¢des do propionato e butirato sobre a producéo de
citocinas e NO pelos neutréfilos estimulados com LPS foram mimetizadas pelo
TSA (potente inibidor de HDAC), sugerindo que o mecanismo de agao desses
compostos sobre neutrofilos pode envolver a inibicado de HDAC.

HDAC s&o enzimas que juntamente com as histonas acetiltransferases
(HAT) controlam o estado de acetilagdo das histonas. A importadncia da
modificagdo covalente das histonas advém do fato de que a adicdao do grupo
acetila em lisinas modifica a carga dessas proteinas e o espago ocupado pelas
mesmas. A cadeia lateral do aminoacido lisina possui em pH fisiolégico carga
positiva, o que aumenta a afinidade das histonas pelo DNA (carga negativa). Com

a adicao do grupo acetila a cadeia lateral, ocorre diminuigdo da interacao do DNA
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com as histonas devido a perda da carga positiva (diminuicdo da afinidade
eletrostatica) e por impedimento estérico. A consequéncia dessa modificacdo é
maior abertura do DNA e favorecimento da ligagdo de fatores de transcrigdo, por
isso, em geral, a hiperacetilagdo esta relacionada com um aumento de expresséo
e a hipoacetilagdo com redugao da transcrigdo génica (VERDIN et al., 2003).
Contudo, a hiperacetilaggo do DNA causada pela inibicio de HDAC
também leva a supressdo de certos genes conforme observado, por exemplo,
para o fator induzido por hipdxia-1a (HIF-1a), o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (KIM, KWON et al., 2001; TONG,
YIN et al., 2004). Isso decorre em parte do fato de que proteinas nao histonas,
particularmente, fatores de transcrigdo, também sao reversivelmente acetilados,
processo esse que modula suas atividades (XU et al., 2007). Um dos fatores de
transcricdo cuja atividade é em parte regulada pela acetilacédo € o NFkB (CALAO
et al.,, 2008). O mecanismo pelo qual os inibidores de HDAC atuam sobre a
ativacao do NFkB néo esta totalmente esclarecido, mas parece envolver diferentes
etapas da via de ativagdo e desativacao desse fator de transcricdo (Figura 35): 1)
reducao da expresséo do receptor do tipo toll-4 (TLR- 4) (BOCKER, NEBE et al.,
2003) e/ou da sinalizagdo do TLR (por exemplo, modificagdo na via das MAPK)
(CAO et al., 2008), 2) inibicao da atividade do proteassoma e da degradacao do
IkB (YIN et al., 2001), 3) a transcricdo génica decorrente da ativagdo do NFkB
requerer multiplos coativadores (CoA) como a proteina ligante do elemento
responsivo ao AMP ciclico (CREBP, também conhecida como p300) (GERRITSEN
et al., 1997) e o coativador do receptor de esterdides (SRC-1) (NA et al., 1998),
que s&o histonas acetiltransferases. A ativacdo do NFkB também recruta
correpressores (CoR), que sdo em grande parte proteinas HDACs (CALAO,
BURNY et al., 2008). A acetilacdo de CoA ou CoR pode modular a eficiéncia do
fator de transcricdo em aumentar a transcricdo génica. 4) A atividade do NFkB
também pode ser modulada diretamente por acetilagdo (CHEN et al., 2001,
CALAO, BURNY et al., 2008). A acetilagdo de lisinas presentes na estrutura das
subunidades do NFkB modula diferentes aspectos da ativagcdo e desativagao

desse fator de transcricdo: o recrutamento das subunidades para o promotor dos
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genes, a afinifidade entre NFKB e DNA, a ligagcao do NFkB com IkBa e a saida do
fator de transcricdo do nucleo para o citplasma (desativagao do NFkB) (CALAO,
BURNY et al., 2008) (Figura 36).

Via de ativacdo e desativacdo do NFkB

Condigao controle Inibi¢ao de HDACs
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Figura 36. Efeito dos inibidores de HDACs sobre a ativagdo e desativagdo do fator de
transcricdo NFkB. Abreviaturas: butirato (Bt), coativador (CoA), correpressor
(CoR), proteina ligadora de LPS (LBP), lipopolissacarideo (LPS), propionate
(Pr), tricostatina A (TSA).

Considerando-se os resultados ora apresentados e obtidos em trabalhos
prévios que avaliaram o efeito dos AGCC em outros tipos celulares, acredita-se
que o efeito inibitério desses acidos graxos sobre a produgao de citocinas e NO
em neutréfilos decorra da agdo dos mesmos sobre a atividade das HDACs que,
por sua vez, modulam direta- ou indiretamente a expressdo génica (acdo sobre
fatores de transcrigdo, por exemplo), conforme descrito acima. O fato dos AGCC,
particularmente o butirato, atenuarem a producdo de mediadores pro-
inflamatorios, a excecado da IL-1B, por neutrdfilos, pode ao menos em parte

explicar os efeitos benéficos atribuidos a esses acidos graxos no tratamento de
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doencas inflamatdrias intestinais e de outras condicdes como doencas
neurodegenerativas com componente inflamatério, sepse e artrite reumatoide
(FUKAE, AMASAKI et al., 2005; PARK et al., 2005; ZHANG et al., 2007).

5.3 Efeito dos AGCC sobre a migragcao de neutrofilos

A migracao dos leucécitos da circulagao para os tecidos envolve complexa
interacdo destes com o endotélio, a matriz extracelular e fatores soluveis como
citocinas e mediadores lipidicos que conjuntamente atuam no controle do
processo. No foco inflamatério, a infiltragdo excessiva de neutrdfilos por curto ou
longo periodo de tempo leva a destruicdo e agravamento da injuria tecidual. Por
outro lado, a reduc¢do da capacidade de migracao dessas células para o local da
injuria aumenta a suscetibilidade do organismo a infec¢gées conforme pode ser
observado, por exemplo, na deficiéncia de adesdo leucocitaria, condi¢cao
caracterizada por imunodeficiéncia causada por alteragdo no processo de
migracao de leucocitos.

Quanto ao efeito dos AGCC sobre a migragcdo leucocitaria, nossos
resultados sao indicativos de que esses acidos graxos interferem nessa etapa
fundamental do processo inflamatério. Os AGCC aumentaram a quimiotaxia de
neutroéfilos in vitro (Figuras 26 e 27), efeito esse que também foi evidenciado por
Le Poul et al. (2003). Os AGCC induzem em neutrofilos a liberagdo de calcio no
citoplasma, remodelamento de actina e modificagbes morfolégicas
(BRUNKHORST, KRAUS et al., 1992; NAKAO et al.,, 1992). Esses efeitos séo
inibidos pela toxina pertussica (inibidor de proteina Gi) (BRUNKHORST, KRAUS
et al.,, 1992), indicando possivel participacdo de receptores de membrana
acoplados a proteina G. Os resultados obtidos neste trabalho utilizando o CTMB
(agonista seletivo do receptor GPR43) e neutréfilos de camundongos nocautes
para esse receptor indicam que o efeito quimiotatico dos AGCC sobre essas
células depende da ativacado do receptor GPR43.

Recentemente dois trabalhos foram publicados a respeito da participagao
do receptor GPR43 na migragao de neutréfilos (MASLOWSKI, VIEIRA et al., 2009;
SINA, GAVRILOVA et al., 2009). Nesses trabalhos mostrou-se que além de estar
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envolvido no efeito quimiotatico in vitro dos AGCC em neutrdfilos, o receptor
GPR43 ¢é importante para o recrutamento de neutrofilos em condigdes
inflamatarias in vivo, particularmente, no trato gastrintestinal. Contudo, nesses dois
trabalhos, ha resultados contraditorios e conclusées opostas com relagao a funcao
do GPR43 in vivo. Malowski et al. (2009) mostraram que em animais nocautes
para o receptor GPR43 (GPR43 KO) ha exacerbagao do processo inflamatorio, o
que sugere uma agdo antiinflamatéria do receptor. Contudo, Sina et al. (2009)
observaram menor migragdo de neutréfilos para o foco inflamatério na auséncia
do GPR43 e sugerem que esse receptor tem efeito pro-inflamatério e sua ativagéao
por AGCC levaria a emigracdo de neutrdfilos para tecidos como a mucosa
intestinal.

Confirmando os resultados in vitro, os AGCC aumentaram a migragdo de
neutréfilos in vivo no ensaio da bolsa (Figura 32) e o numero de células rolando e
aderidas ao endotélio conforme observado por microscopia intravital (Tabela 5).
Em estudos anteriores, mostrou-se que os AGCC modificam a interagcao entre
endotélio e leucocitos. Entretanto, o foco desses estudos foi células endoteliais
(ZAPOLSKA-DOWNAR, SIENNICKA et al., 2004; MILLER, ZALOGA et al., 2005)
e os resultados sdo contraditorios. Zapolska-Downar et al. (2004) demonstraram
que o pré-tratamento de células HUVEC (células endoteliais humanas da veia
umbilical) com butirato inibe a expressdo de VCAM-1 (molécula de adeséo celular
vascular-1) e ICAM-1 (molécula de ades&o celular intercelular-1) induzida por
TNF- a e IL-1B, sugerindo um efeito antiinflamatério deste acido graxo. No
entanto, Miller et al. (2005), utilizando as mesmas células, mostraram que o
butirato aumenta a expressdo de ICAM-1 e E-selectina, mas n&o tem efeito sobre
a expressao VCAM-1.

Em neutrdfilos, os AGCC aumentaram a expressao de L-selectina, mas nao
tiveram qualquer efeito sobre a expressao de (2-integrinas (Figuras 34 e 35). A
expressédo de L-selectina na membrana é controlada transcricionalmente e por
shedding (quebra de moléculas de L-selectina da membrana). O aumento induzido
pelos AGCC na expressao de L-selectina na superficie de neutrofilos decorre, ao

menos em parte, de aumento na quantidade de mRNA dessa molécula de adeséao
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(Figura 36). Esse efeito, juntamente com o aumento da expressao de E-selectina,
conforme mostrado por Miller et al. (2005), pode ser responsavel pela maior
interacao entre leucocitos e endotélio observada in vivo na presenca dos AGCC.

A expressao de B2-integrinas, dentre as quais as mais importantes para a
adesdao de neutréfilos durante a resposta inflamatéria aguda sdo Mac-1
(macréfago-1) e LFA-1 (antigeno associado a fungao linfocitaria-1) (DING et al.,
1999), ndo foi modificada pelos AGCC (Figuras 34 e 35). No entanto, observou-se
aumento do numero de leucdcitos aderidos ao endotélio, efeito esse que pode
decorrer do aumento no numero de neutrofilos rolando e/ou do aumento da
expressao dos ligantes endoteliais das integrinas, como ja demonstrado por Miller
et al. (200%5)

No rato, uma importante familia de quimiocinas para neutrdfilos € a CINC
(citocinas indutoras de quimiotaxia de neutrofilos) (SHIBATA et al., 1995). Um dos
componentes dessa familia € a CINC-2 (também conhecida como CXCL3). Essa
citocinas existe em duas isoformas, CINC-2a e CINC-2[3, geradas por splicing
alternativo (SHIBATA et al., 1998). Neutréfilos sdo tanto fonte quanto principal alvo
dessas quimiocinas, cuja importédncia no recrutamento de neutréfilos ja foi
demontrado em diferentes modelos de inflamacédo (SHIBATA, KONISHI et al.,
1995; ULICH et al., 1995; SHANLEY et al., 1997).

Os AGCC injetados na bolsa de ar aumentaram a liberagdo da quimiocina
CINC-2ap (Figura 33). Corroborando esse resultado, em trabalhos anteriores foi
mostrado que os AGCC aumentam a produg¢ao de quimiocinas produzidas por
diferentes tipos celulares: células epiteliais do colon (WILSON et al., 1999;
BOCKER, NEBE et al., 2003), células cervicais (HeLa) (ADAM et al., 2003) e
células da microglia (N9) (HUUSKONEN, SUURONEN et al., 2004) e a aplicagao
direta de AGCC na gengiva de individuos saudaveis aumenta localmente as
concentracgdes de IL-8 (principal quimiocina atraente de neutréfilos em humanos) e
induz uma resposta inflamatoria (ZHANG, 1996).

Os resultados ora apresentados indicam acdo pré-inflamatéria dos AGCC
(induzem a migragdo de neutrdfilos), o que pode decorrer tanto do efeito

quimiotatico direto dos AGCC sobre os neutrdfilos (via receptor GPR43), quanto
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do aumento da produgao de quimiocinas como CINC-2, o que provavelmente
envolve acao desses acidos graxos sobre HDAC.

Os AGCC, conforme anteriormente descrito, sdo encontrados em altas
concentragdes no trato gastrintestinal (TGI) e em locais de infecgdes por bactérias
anaerobias, particularmente, na cavidade oral. No trato gastrintestinal, 0 aumento
das concentragdes de AGCC no lumen nado desencadeia processo inflamatério.
Ha indicios de que esses acidos graxos apresentam efeitos antiinflamatorios no
TGl, o que pode decorrer da agdo dos mesmos sobre os colonécitos, macrofagos
e neutrdfilos presentes, inibindo a producdo de citocinas proé-inflamatérias.
Contudo, em outras locais, como por exemplo, na cavidade oral ou em abscessos,
os AGCC produzidos por bactérias anaerdbias podem ser responsaveis pelo inicio
e ou exacerbagdo do processo inflamatério uma vez que eles aumentam o
recrutamento de neutréfilos por agao direta (ativando o receptor GPR43) e indireta
(liberagdo de quimiocinas), o que explicaria a correlagado entre as concentragdes
de AGCC nos locais das infeccbes e a intensidade do processo inflamatério
(NIEDERMAN, BUYLE-BODIN et al., 1997).



6 CONCLUSAO
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Os AGCC afetam diferentes aspectos funcionais de neutrofilos e interferem
com o processo inflamatério.

- Acetato e butirato alteram a producdo de ERO por neutréfilos; o primeiro
aumenta a produgao nao estimulada de peréxido de hidrogénio, efeito esse que
provavelmente envolve a ativagcao do receptor GPR43, enquanto que o butirato
inibe a producédo de ERO estimulada por fMLP ou PMA. O efeito do butirato pode
envolver aumento das concentracdes intracelulares de AMP ciclico via GPR43,
porém essa acao nao explica a inibicdo da producdo de ERO por esse acido
graxo, uma vez que o agonista sintético do receptor GPR43 (CTMB) néao
apresentou tal efeito. Butirato também reduz a fagocitose e killing de levedura,
efeito esse que pode ou nao ter relagdo com a reducéo na producdo de ERO.

- Os AGCC propionato e butirato reduzem a producédo de TNF-a, CINC-2a3
e oxido nitrico (NO) e aumentam a sintese e liberagdo de IL-13 por neutrdfilos
estimulados com LPS. Esse efeito decorre, ao menos em parte, de agao a nivel
transcricional e envolve inibicdo da atividade de HDAC e, como consequéncia
direta ou indireta dessa acao, atenuacao da ativacao do fator de transcricdo NFkB.

- Os AGCC aumentam a migracdo de neutrofilos in vitro (ensaios de
quimiotaxia) e in vivo (ensaio da bolsa e analise da interagc&do leucocito-endotélio
por microscopia intravital). Essas ag¢bes decorrem, ao menos em parte, de
aumento da produgao de CINC-2ap (quimioatraente para neutrofilos) pelo tecido e
da agao direta dos AGCC via receptores GPR43.

Os resultados ora relatados tém implicacdes em diversas condigcdes
fisiologicas e patoldégicas como: resposta imune a bactérias anaerdbias, por
exemplo, nas doengas periodontais e abcessos, na fisiologia do sistema
gastrintestinal (relagcao entre microbiota e hospedeiro) e nas doengas inflamatdrias
que afetam esse sistema. Além disso, os resultados obtidos com butirato em
relagdo a producao de mediadores inflamatorias, explicam, em parte, os efeitos

benéficos atribuidos a esse acido graxo no tratamento de doengas inflamatérias e
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suportam a realizagcdo de novos estudos que visem o desenvolvimento de

alternativas terapéuticas ao uso de antiinflamatoérios convencionais.
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Effects of short chain fatty acids on effector mechanisms of
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Short chain fatty acids (SCFAs) are metabolic by products of anerobic bacteria fermentation. These fatty acids, despite being an important fuel
for colonocytes, are also modulators of leukocyte function. The aim of this study was 1o evaluate the effects of SCFAs (acetate, propionate, and
butyrate ) on function of neutrophils, and the possible mechanisms involved. Neutrophils obtained from rats by intraperitoneal lavage 4 h after
injection of oyster glycogen solution (1%) were treated with non toxic concentrations of the fatty acids. After that, the following
measurements were performed: phaF,Ucylmls and destruction of Candida albicans, Fvl].l'rodl.u:1.it::|1| of ROS (05, Hy0,, and HOCI) and
degranulation. Gene expression (p478"™ and p22#"°*) and pratein phosphorylation (p477"°*) were analyzed by real time reverse transcriptase
chain reaction (RT-PCR) and Western blotting, respectively. Butyrate inhibited phagocytosis and killing of C. albicans. This SCFA also had an
inhibitory effect on production of 037, HyO,, and HOCI by neutrophils stimulated with PMA or fMLP. This effect of butyrate was not caused
by modulation of expression of NADPH oxidase subunits (p47P"* and p228%) but it was in part due 1o reduced levels of pd7Phe
phosphorylation and an increase in the concentration of cyclic AMP. Acetate increased the production of O and H;O; in the absence of
stimuli but had no effect on phagocytosis and killing of €. albicans. Propionate had no effect on the parzum_'lcrs studied. These results suggest
that butyrate can modulate neutrophil function and thus could be important in inflammatory neatrophil-associated diseases. Copyright ©

2008 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WORDS — short chain fatty acids; reactive oxygen species; neutrophils; NADPH oxidase; inflammation

INTRODUCTION

Short chain fatty acids (SCFHAs) are fermentation products of
anerobic bacteria. The main SCFAs are acetate, propionate
and butyrate. They are normally found in human intestine at
high concentrations (70140 mM)'  and also in other sites
that are associated with infections, NLlL.h as periodontal
disease® and intra-abdominal infection.” These SCFAs can
regulate cell growth, differentiation, proliferation, and
apoptosis.®™ In particular, butyrate has been shown to have
important anti-inflammatory effects on leukocytes and other
cell types and can be therapeutically used for treatment of
inflammatory diseases such as colitis and Crohn disease. 10

Neutrophils are the first effector cells recruited to the site
of infection where they internalize, kill and digest bacteria
and fungi. Binding of ligands to receptors such as
complement receptor 3 (CR3) and Fey on neutrophils leads
to phagocytosis by a process that involves actin polymeri-
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nida Prof. Lineu Prestes, 1524, (5508-900 Butanta, Sio Paulo. 5P, Brazil.
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Copyright © 2008 John Wiley & Sons, Ltd.

zation and insertion of new membrane. After phagosome
formation, effector mechanisms are activated to kill and
digest particles such as production of reactive oxygen
species (ROS), oxidized halides and release of granule
enzymes.'!

The NADPH oxidase complex plays an essential role in
microbial killing. Once neulr(‘phllx are activated, the
NADPH oxidase cytosolic (pd0P", pd7e, pﬁ'?l"““, and
RAC) and mcmbram, {RaplA 'md cytochrome bssg, a
p227°%, ep91P"™* complex) components are reorganized.
Phosphorylation of p47°"* results in its translocation to the
membrane, where cytosolic  subumits  bind  to
cytochrome bssg to assemble the active oxidase and catalyze
the electron reduction of molecular oxygen to superoxide
anion.'™? Superoxide (O3 ) is quickly converted either
spontaneously or via superoxide dismutase (SOD} and
myeloperoxidase (MPO) action to other toxic ROS such as
hydrogen peroxide (H,(,), hypochlorous acid (HOCI) and
reactive hydroxyl radical (OH"). ROS together with
antimicrobial proteins released by the fusion of granules
act to kill and digest cells.!!

SCFAs are important fuels for intestinal epithelial cells
but they are also modulators of leukocyte functions such as
chemotaxis, oxidative burst degranulation, phagocytosis and
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killing of ingested bacteria. Production of ROS by
neutrophils in the presence of SCFAs has been evalu-
ated."*™¥ Both stimulatory'®* and inhibitory**'**4?
effects of these fatty acids have been reported. This
discrepancy is probably due to the cell type used, different
concentrations of SCFAs and the methodologies employed.
However, few studies have asscssed the mechanisms of
action of SCFAs.

We have now evaluated the effects of the SCEFAs (acetate,
propionate, and butyrate) on phagocytic capacity and
effector mechanisms in neutrophils such as production of
ROS (037, Hy0,, and HOCI} and degranulation. The
possible mechanisms involved such as modulation of gene
expression and changes in cyclic AMP levels were also
investigated.

MATERIALS AND METHODS
Reagents

Bovine fetal serum, Hepes, penicillin, RPMI-1640 medium
supplemented with r-glutamine, sodium bicarbonate, fatty
acids, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), formyl-
methionyl-leucyl-phenyl-alanine (fMLP), lucigenin, forsko-
lin, pertussis toxin and oyster glycogen were supplied by
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Stock solutions
of fatty acids were prepared in phosphate buffer solution
(PBS) and pH was adjusted to 7.4 with NaOH solution {1 N).

Animals

Male Wistar rats weighing 180 £ 20g were obtained from
the Department of Physiology and Biophysics, Institute of
Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Brazil. The
rats were maintained at 23°C under a light: dark cycle of
12:12h. Food and water were given ad libitum. Animals
were anaesthetized with ketamine (0.5ml/kg, Vetbrands,
Brazil) and xylasine (0.5 ml/kg, Vetbrands, Brazil), i.p., for
all experimental procedures. The Animal Care Committee of
the Institute of Biomedical Sciences approved the exper-
imental procedure of this study.

Cells

Rat neutrophils were obtained by intraperitoneal lavage with
30ml PBS, 4h after the intraperitoneal injection of 10 ml
freshly prepared 1% (w/v) glycogen solution (Sigma type II,
from oyster) in sterile PBS. The cell suspension was
centrifuged at 4°C {500 g for 10 min). The number of viable
cells (»95% neutrophils) was determined in a Neubauer
chamber under an optical microscope by Trypan blue
exclusion. Similar procedures have been used in our
previous studies.”® Some experiments were performed
using human neutrophils isolated from blood of healthy
volunteers as previously described in other studies of the
group.”* The present study was approved by the Ethical
Commitiee of the Institute of Biomedical Sciences,
University of Sio Paulo (Number 708/CEP).

Copyright © 2008 John Wiley & Soms, Lid.

HI-60 promyelocytic leukemia cells were also used in
some experiments determination of ROS and cyclic AMP
production). These cells were kindly provided by Dr Clare
O’'Connor (University College of Dublin). Neutrophilic
differentiation was induced by exposing HL-60 cells to 1.3%
dimethylsulfoxide for 5 days.™

Production of reactive oxygen species

ROS production by neutrophils was evaluated by using two
methods: lucigenin-enhanced chemiluminescence assay that
detects superoxide,” and the assay for hipochlorous acid
determination.”® In the first method, two conditions were
examined: production of ROS by neutrophils incubated for
1h in the presence of SCFAs and by cells pre-treated with
SCFAs for 4 h. Both PMA and fMLP were used in the assay
as positive controls. Superoxide production was also
evaluated after treatment of neutrophils with diphenyle-
neiodonium  (DPI), an inhibitor of flavin containing
oxidative enzymes of the NADPH oxidase complex. The
cells were also treated with pertussis toxin (PTX) that is an
mhibitor of Gi protein signaling pathway. Briefly, the cells
were incubated for 1 h with 10 DPI or 100 ng/ml PTX as
described by Badolato er al.*’ and then assayed for ROS
production. For evaluation of hipochlorous acid production,
neutrophils were incubated in the presence of SCFAs and
PMA for 30 min.

Lucigenin-enhanced chemiluminescence assay

Lucigenin-amplified chemiluminescence is a specific
method to measure the kinetics of superoxide production
by neutrophils.”**® Briefly, lucigenin (1 mM) was added to
medium containing neutrophils (2.5 x 10°cells/ml). The
assays were run in PBS buffer supplemented with CaCl,
(1 mM), MgCl; (1.5 mM), and glucose (10 mM), at 37°C, in
a final volume of 0.3 ml. Immediately afterwards, the cells
were treated with the SCFAs and ghnrho] myristate acetate
(PMA) (534 ng/ml) or fMLP (10 °M). The same protocol
was used to evaluate ROS production by neutrophils pre-
incubated with SCFAs, but in this case the fatty acids were
not added to the final reaction medium. The chemilumines-
cence response was monitored for 60 min, at 37°C, in a
microplate luminometer (EG&G Berthold LB96V). In all
experiments, the results were normalized by the value
obtained in untreated cells (PBS).

Measurement of hypochlorous acid (HOCI) production

Production of HOCI by neutrophils was eval uated according
to the method described by Dypbukt er al®® Briefly,
neutrophils (2 % 10%ml) were stimulated with PMA (54 ng/ml)
in the presence of SCFAs at 37°C in 10mM PBS, pH 7.4,
containing NaCl (140 mM)}, KCI (10 mM), MgCl, (0.5 mM),
CaCl, (1 mM), glucose (1mg/ml) and taurine (5 mM).
Reactions were stopped by the addition of 26.8 units/ml of
catalase. The cells were then pelleted by centrifugation
(5min at 12000g). The supernatant (200 pl) was rapidly

Cell Biochem Funct 2009; 27: 48-35,
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mixed with 50 pl of 2mM 3,3".5,5 -tetramethylbenzidine
(TMB), 100 pM sodium iodide, and 10% dimethylforma-
mide in 400 mM acetate buffer. After 5 min, absorbance was
recorded at 650 nm in a plate reader and a standard curve (1—
40 mM of HOCI) was used to determine the concentration of
hypochlorous acid.

Cyelic AMFP determination

Cyclic AMP levels were determined using a direct enzyme
immunoassay kit supplied by Sigma Chemical Co. Briefly,
neutrophils (3 % 10° cells) were incubated in RPMI-1640
medium supplemented with 10% fetal calf serum for 20 min,
at 37°C, in the presence of IBMX (isobutyl methyl xantine)
at final concentration of 1mM, and the SCFAs., After
incubation, the cells were centrifuged at 1200rpm for
10 min and the supernatant was discarded. Cells were then
lysed with 100 pl 0.1 M HCL. Samples were centrifuged at
600g and room temperature. The supernatant was collected
and used for the assay. Cyclic AMP levels were determined
according to the manufacturer’s instructions. Forskolin
(10 pM), that is an activator of adenylate cyclase, was used
as positive control.

Expression of NADPH oxidase components (p22°"™* and
p47"ex)
The effect of SCFAs on expression of NADPH oxidase
components  (p22°"°* and p47°"°%) was evaluated in
neutrophils incubated for 1 or 4h with acetate (25 mM),
propionate (12mM), or butyrate (12mM). Total RNA was
obtained from 10”7 neutrophils using Trizol reagent™
(Invitrogen Life Technologies, Rockville, MD, USA) as
previously described by Chomezynski and Sacchi.” GPR43
mRNA expression was evaluated in rat neutrophil,
undifferentiated and neutrophil differentiated HI-60 cells.
Total RNA (3 p.g) was reverse transcribed o cDNA using
reverse transcriptase Revertaid ™ M-MuLV. Expression of
the NADPH oxidase components was evaluated by real-time
PCR using a Rotor Gene 3000 equipment (Corbett Research,
Mortlake, Australia) and SYBR Green as the fluorescent
dye. The sequence of the primers is shown in Table 1.
Quantification of gene expression was carried out using the
method described by Liu and Saint 0 with 32 microglobulin
(rat neutrophils) or GAPDH (HL-60 cells) genes as inner
control.

p47phox phosphorylation

After 1 h of incubation at 37°C in absence or presence of
SCFAs, the cells were homogenized in extration buffer
(100 mM Trizma, pH 7.5; 10mM EDTA; 100 mM NakF;
10 mM sodium pyrophosphate; 10 mM sodium orthovana-
date; 2mM phenylmethanesulfonyl fluoride; 0.01 mg/ml
aprotinin) at 4°C for 30s. After homogenization, Triton X-
100 was added at 1% and samples incubated for 30 min at
4°C. Samples were centrifuged at 13 000g for 20 min at 4°C.
Aliquots of supernatants (5 pl) were used for the measure-
ment of total protein content as described by Bradford.*'

Equal amounts of proteins of each sample (30 pg) were
immunoprecipitated with the anti-pd?"h‘”‘ antibody (1:300
dilution). Immunoprecipitated samples were mixed with
protein A-Sepharose for 4h at 4°C and then submitted to
electrophoresis. Immunoblotting was performed with anti-
phosphoserine antibody as described by Towbin et al.** In
all experiments, the results were normalized by the value
obtained in absence of treatment (PBS).

Evaluation of phagocytosis and fimgicidal activities

Phagocytosis and candidacidal activities were evaluated
using the method described by Sampaio er al®® Candida
albicans (ATCC Y-537) were cultured in 7% Sabouraud
dextrose broth (Mycology Laboratory, Department of
Clinical Amnalyses, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of $&o Paulo) at 30°C for 1 day. The fungi were
centrifuged, washed twice with PBS and suspended to a
concentration of 2—4 x 10" cells/ml. Viability was deter-
mined by exclusion of methylene blue 0.05% (>98%) and
the number of C. albicans cells was determined in a
Neubauer chamber. C. albicans cells were opsonized by
incubation in the presence of rat serum for 30 min at 37°C.
Neutrophils (1 x 106} were incubated for 60 min at 37°C in
| ml RPMI-1640 medium with 10% fetal bovine serum with
opsonized C. albicans (1 x IO‘Jccllslmlj in the presence of
SCFAs (25mM acetate, 12mM propionate and 12 mM
butyrate). An aliguot of 200 pl of this suspension was
adhered to glass cover slips with the aid of a cytocentrifuge.
Cover slips were stained with the standard May-Grunwald
and Giemsa solutions (Sigma Chemical Co.). For each rat,
two cover slips were prepared and 100 cells per cover slip
were counted. For candidacidal activity determination,
viability of phagocytosed particles was assessed. Different
scores were given to the number of neutrophils that had

Table 1.  The annealing temperature and sequences of the primers used are shown

Gene Primer sense Primer antisense Annealing temperature (7C)
2 microglobulin CTTCAGTTCCACCCACCTCAG GCAAGCATATACATCGGTCTCG 56
ggrhe CAGAAGTACCTGACCGCTGTGG GGTAGATCACACTGGCAATGGC 57

p-'l?"’"“ CACCTTCATTCGCCACATCGC ACGCTGCCCATCATACCACCTG 58

GPRAZ (rat) COGACTTGCTGTTGTTGCTGE AAGCCACTCOCCAGGTAGCGTTC 58

GAPDH TGCCATCACTGCCACTC CTGCTTCACCACCTTCTTG 56

GPRAZ (huwman) CGGACTTGCTGTTGTTIGCTGC AAGCCACTCCCAGGTAGCGTTC 57

Copyright @ 2008 John Wiley & Sons, Ltd.
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killed none Candida cells (=00 1 or 2 cells (213 3 or 4 cells
(=2} or =4 cells (3). The index of candidacidal activity
was calculated by the sum of the scores obtained per sample.

Statistical analysis

Comparisons were performed using one-way ANOVA and
Tukey test. The significance was set at p< 0.05. Results
were obiained from three to four separate experiments and
expressed as means +SEM.

RESULTS

The effect of different concentrations of the SCFAs on cell
membrane integrity and DNA fragmentation in neutrophils
was tested before the functional experimenis in order 1o use
non-toxic concentrations (data not shown).

Firstly, to test if the fatty acids had any interference on the
lucigenin assay used to measure ROS production, the SCEAs
were added to the assay mixture and chemiluminescence
was then assessed. The fatty acids had no direct effect on the
lucigenin assay. The mvolvement of NATPH oxidase in the
production of ROS by neutrophils in the conditions used was
then examined. There was a significant increase (100.1 +2.4
to 284.5 +£19.7) of ROS production by neairophils in the
presence of PMA, that actlvates the respiratory burst by
acting  direcily on PKCY or fMLP (1001 £2.4 to
173.6 +£13.4), which by binding to a specific GPCR

activates different downstream signaling and also leads to
activation of NADPH oxidase.” The stimulatory effect of
both PMA and fMLFP was abolished by addition of the
NADPH oxidase inhibitor, diphenylensiodonivum (DPT)
(100,537 to 132.4£101; 1005 £37 to 106.6 5.8,
respectively). The results are expressed as mean = 5EM of
two experiments in duplicate.

In order to determine the effect of SCEAs on ROS
production by neutrophils, we evaluated ROS production in
the presence of SCFAs and after pre-treatment of the cells
for 4h with these faity acids. Butyrate (12 and 24 mM)
significantly reduced superoxide production by rat neutro-
phils stimulated with PMA (29% and 36%, respectively)
(Figare 14) and of hydrogen peroxide (45% and 50%,
respectively), as measured by horseradish peroxidase
(HRP}-mediated oxidation of phenol red (data not showr).
The inhibitory effect of butyrate on PMA-stimulated
superoxide production was also observed in human
neutrophils (reduction of 17%) and neutrophil differentiated
HL-60 cells (reduction of 34%) (data not shown). There was
a negative dose-response correlation between butyraie
concentration and superoxide production by neutrophils
stimulated with fMLP (Figure 1B); the Pearson correlation
found was r=—0.98 (p=0.01).

Acetate increased superoxide (15%) and hydrogen
peroxide (65%) production by wnstimulated neutrophils
but had no effect in the presence of PMA or IMLP
(Figure 1A and B). The stimulatory effect of acetate on
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superoxide production was not observed in unstimulated
human neutrophils and nentrophil differentiated HT -60 cells
(data not shown).

Superoxide production by neatrophils pre-incubated with
SCFAs for 4 hin the absence of stimwli (PMA or IMLE) did
not differ from cells incubated without fatty acids. However,
a significant reduction of superoxide production by
neuirophils  pre-incubated with butyrate (12mM) and
stimulated with PMA (Figure 1C) was observed. In cells
pre-mcubated with acetate (25:mM), propionate (8 and
12mM) or butyrate (8 and 12mM) and stimulated with
IMLEF, a significant reduction was also observed (Figure 1D).
Hydrogen peroxide production was ncreased by 90% in the
presence of IMLE However, when the cells were pre-
incubated with propionate (8 and 12 mM) or butyrate (8 and
12 mM) the stimulatory effect of IMLE was abolished (data
not shown).

In the presence of pertussis toxin (PTX), which is an
inhibitor of God protein activation, the inhibitory effect on
superoxide production observed forbutyrate treatment in the
presence of PMA was abolished. PTX treatment did not
interfere with the stimulatory effect of acetate on superoxide
production (Figure 2.

Acetate, propionate or butyrate had no effect on HOCI
production by neutrophils in the absence of PMA. Butyrate,
however, as observed for superoxide and hydrogen peroxide
production, attenuated the stimulatory effect of PMA
Figure 3). Acetate (10mbl), propionate (12mM) and
butyrate {12mh) had no effect on neatrophil degranulation
as evaluated by measurement of myeloperoxidase release’”
(data not shown).

Expression and activation of NADPH oxidase
components

SCFAs, mainly propionate and butyrate, by inhibiting
histone deacetylase and regulating the activation of
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pertuesis toxin (FTX) and 3CFAs Superoxde anon production by nen

trophils pre treated with FTX for 60 min was measured in the presence of
SCFAs and phorbal myTistate acetate (FMA). Resuolts are presented as
means +8EM of three experiments carned out in duplicate. *p < 0.05
compared with FBS condition stirnulated with FMA. *p <005 compared
with FBS condition not stimulated RLU: Relative unit
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transcription factors (e.g., NFxB, NF-AT, PPAR, eic.)
modulate eﬁépression of different genes such as TNF-a, IL-6
and iNOS.*® In orderto inve stigate 1f the effects of SCEAson
ROS production could be associated to change in expression
of NADPH oxidase components, we evaluated the expres-
sion of p2271° and p47F afier neutrophil incubation for 1
and 4h in the presence of the fatty acids, but no marked
effect was observed (data not shown). A key step for
activation of NADPH oxidase complex leading to ROS
production is the 134’?‘1’1“""L phosphorylation and its consequent
translocation to plasma membrane.” Butyrate decreased the
PMA-stimulated phosphorylation of I_‘rﬂf’?"Pl“’f’L but  the
remaining SCFAs had no effect (Figure 4).

p47°"°* phosphorylation
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Figure 4. Effect of SCFAs on phosphorylation state of pd7#* Rat
nzumtrophils were incubated with SCEAs in the presence of FMA for
30 min at 37°C, and then phopharylation of pd7P was evalnated by
Western blot Results are presented as means & SEM of fowr expeniments.
*p < 0.05 compared with FBS candition
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Effect of SCFAs on cyclic AMP levels

Cyelic AMP levels were measured in rat neutrophils and
nentrophil differentiated HI.-60 cells mcobated in the
presence of buyrate (12mb). Forskolin (10 pM) and
butyrate induced a significant increase of cyclic AMP
levels in both cells (Figare 5). In the presence of PTX, the
inerease in cyclic AMP contend mduced by butyrate
ireatment was abolished (Figure 5A). Cyclic AMP levels
were also measured in the presence of both butyrate and
forskolin but no effect on cAMP levels was observed (data
not show).

G protein coupled receptor 43 (GPR 43) expression

Expression of GPR43 mBRNA was detected in both rat
neutrophils and HL-60 cells. Expression of GPR43 mRNA
increased in neutrophil differentiated as compared with
undifferentiated HL-60 cells 40403 and 1.04+08,
respectively, n=4).

Phagocytosis and kiiling of C. albicans

In order to determine if the SCEAs affect the neutrophil
capacity to engulf and destroy microorganisms, phagocyitose
and killing of C. albicans by neutrophils treated with SCEAs
{acetate 25 mM, propionate 12mM, and butyrate 12 mbf)
was assessed. Butyrate decreased candidacidal and phago-
cylic activities of nentrophils but acetate and propionate had
no effect (Table 2).

DISCUSSION

Butyraie modulated several neutrophil functions such as
internalization and effecior mechanisms involved in the
kdlling of microorganisms. This faity acid redoced
phagocytosis and killing of C. albicans and had an inhibitory
effect on production of superoxide, hydrogen peroxide and
hypochlorous acid. Acetate increased the production of
superoxide and hydrogen peroxide by ral unstimulated
neutrophils, whereas propionate had no marked effect. No
effect of the SCFAs on neutrophil degranulation was
observed.

S5CFAs are cylotoxic depending on the concentration,
petiod of exposwre and cell type siudied.”*® Sakurazawa and
Ohkusa (20051 have shown that propionate and butyrate
induced cell death via apoptosis, whereas acetate caused
necrosis on epithelial cells. In our study, the functional
studies were performed with non-toxic concentrations of the
fatty acids.

Production of ROS by neutrophils p]ag(s an important role
for the defense against microorganisms. 122 However, ROS
can also modulate the acthvity of intracellular gl;jgna]jng
pathways and control the inflammatory process.’** The
effect of butyrate on PMA- and fMLP-induced ROS
production by neutrophils was previously reported by
others 1173821 The inhibition of ROS production by
butyrate reported herein was not dee to modulation of
expression of NATPH oxidase components, boi it was
associated o reduced phosphorylation of the regulatory
subunit p47phox. The mhibitory effect of butyrate on

Table 2. Effect of the 3CFEAs on candidacidal and phagooytic activities of peutrophils

Treatments Fhagocytosis capacity index (%) Candidacidal activity (score)
FES 453431 To94+22
Acetate (25 mM) BAL2T fE34+35
Fropionate (12mM) B5L46 T10+43
Butyrate (12 mM} 286+ 3.6" 62.8+28"

EReculte are presented ae means +SEM of four expeniments carmied out in doplicate.

*p< 005 due to the effects of the fatty acide compared with contral.

Copyright & 2008 Jobn Wilzy & Sone, Ltd.
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NADPH oxidase involved Gi/o signaling pathway, since it
wis abolished by pertussis toxin. This result was confirmed
in neutrophil differentiated HL-60 cells (data not shown).

A new subset ol G protein-coupled receptors (GPR40-43)
was described by Sawzdargo ef al * GPRA3 can be activated
by SCFAs and is highly expressed in neutrophils and
monocytes being coupled to Gi/o and Gq proteins.” " Both
rat and human neutrophils (HIL-60 cells) expressed GPR43
mRNA. The expression of GPR43 was increased after
differentiation of HL-60 cells to neutrophils. So, the effect of
butyrate on ROS production by neutrophils may occur
through activation of this receptor and Gifo protein (PIX
sensilive}.

The activation of Gi/o protein can, under appropriate
conditions, increase the cyclic AMP (cAMP) levels in
neutrophils."™™ This effect is explained by the fact that
neutrophils do mnot express adenylate cyclase isoforms
sensitive to the i subunit of G protein,”” whereas the vy
subunits can stimulate mneutrophil adenylate cyclase
activity.*® This fact explains the increase of cyclic AMP
levels induced by butyrate treatment in neutrophils.
Activation of qrolt‘.in kinase A by cAMP has been shown
to inhibit p47°"** phosphorylation 3152 g4, the increase of
cAMP levels may be partially responsible for the inhibition
of ROS production induced by butyrate. Other mechanisms
by which butyrate can alter ROS production by neutrophils
include modification of the cytoskeleton and intracellular
pH and activation of other intracellular mediators such as
Cde42 and Rac, which involves G protein sensitive to
pertussis toin, regulating the NADPH oxidase activity.”>™
The precise underlying mechanisms responsible for the
elfect ol butyrate on stimulated neutrophils remain (o be
fully clucidated.

Nakao ef al.'® showed that acetate and propionate caused
a dose-dependent increase of cytoplasmic calcium mobil-
ization in human neutrophils and these fatty acids also
stimulated PKC activity. The effect of acetate on ROS
production reported herein may be mediated by this
mechanism. However, propionate had no stimulatory effect
on ROS production. In fact, it has been postulated that the
intracellular calcium  increase induced by mei(m:ﬂe
treatment is not enough to affect ROS production.”

The MPO sgystem plays an important role in the
microbicidal activity of neutrophils.®® The decreased
production of HOCI could be associated to an inhibitory
effect of butyrate on neutrophil degranulation as reported by
Hftimiadi e al.™* However, we were unable to show a
significant effect of the SCFAs on MPO release (degranula-
tion) by neutrophils. As the decrease in HOCI production
was similar to that observed in the superoxide production,
30% and 36%, respectively. It is possible that the inhibitory
effect of butyrate on superoxide production probably
accounted for the reduction in HOCI generation.

The concentrations of the SCFAs can reach more than
100mM in the gastrointestinal tract and up to 30mM in
areas of anerobic bacterial infection.'™* We reported herein
that butyrate modulated the production of ROS by
neutrophils and its capacity to phagocytose and destroy

Caopyright @) 2008 John Wiley & Soms, Lid,

C. albicans. Thus, there may be a conmection between
disease risk and reduced ingestion of fibers that may result in
low SCFA generation in the gut lumen. In fact, immuno-
supression has been reported in conditions and anatomical
sites with high concentration of SCFAs such as oral
disorders.* So, it is possible that butyrate may contribute to
the progression of certain inflammatory bowel diseases.
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A B S T R A C T

ICFAs (short-chain fatty acids) are produced by amasrobic bacterial fermentation. Increased
concertrations of these fatty adids are observed ininflammmatory conditions, such as periodontal
disease, and at sites of anaerobic infection. In the present study, the effect of the SCFA: acetate,
propionate and butyrate on neutrophil chermnotaxis and migration was investigated. Experiments
wers carried out in rats and in vitro. The following parameters were measured: rolling, adherence,
expression of adhesion molecules in neutrophils (L-selectin and 2 integrin), transmigration, air
pouch inflize of neutrophils and producdtion of grtoldnes [CINC-20 £ (ooline-induced neutrophil
chemoattractant-2e 81, [L-14 (imcerleuldn- 18], MIP-le (macrophage inflarmatory protein- o)
and TMF-a (tumour necrosis factora)]. $CRA: inducedin vive neutrophil migration and increased
the release of CIMC-228 irto the air pouch. These fatty adds increased the number of rolling
and adhered cells ar evaluated by intravital microrcopy. SCRA treatrment increased L-selecin
expression on the neutrophil surface and L-selectin mPRMNA levels, but bad no effect on
the expression of 2 irtegrin. Propionate and butyrate also increased b witro transmigration
of neutrophil. These results indicate that SCFA: produced by amaerobic bacteria raise neutrophil
rnigration through increased L-selectin expression on newtrophils and CINC 208 relece

INTRODUCTION

The SCFAs (shortchain fatty acids) acetate, propionate
and butyrate are norm ally found at high concentrations
{7140 mmold)in the human intestine [1,2], These fatty
acids are produced by anaerohic bacterial ferm entation,
Increased concentrations of SCFAs are ohserved in
inflamm atory conditions, such as periodontal disease
[34], and at sites of amaerobic infection [5,6]. These
compounds have been implicated in the iniiation and
prolongation of theseinflaimmatory processes [7],

In opposition ta the view that SCFAs act a5 potenti-
ating agents of inflammation, these fatty acids have been
shown to inhibit the production of pro-inflimmatory
cytokines by isolated macrophages [8]. Resolts from our
group reinforce the anti-inflammatory effect of these
compourds. Propiomate and butyrate intibited LPS
{Lpopolysaccharide)- stimulated production of eytokines
by isolated nevtrophil s (ML A . Vinalo, H.G. Eodrigues,
E. Hatanaka and B, Curi, wmpublished wrark) We have
alsa observed areductionin phagocytosis and production
of ROS (reactive oxygen species) by newtroplils after

Key wror d= anamrobic bacterinm, chemotaxis, infemmation, nentrophil, short-chain fatty agd.

Abbrevistonz A P-1, activator protan -1 CING, eytokins-induced nentrophil chemeattractant; L T #-formylmethionyl-leneyl-
phenylalanine; ICAM-1, intercellular adhe=ion molecule-1; IL, interlenkin; LEA-1, lymphocyte function-associated antigen-1;
LTS, ipopalysaccharide; MIP-1e, macrophage inflammator y protan -lo; ME -+ B, noclear factor « By ROS, neactive ooy gen speciss;
SCEA, short-chan fatty acid; T -, tumeour necross factor-o; WV CAM -1, vascular cell-ad hesion molecnl=-1.
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treatment with butyrate [9]. Therefore pro- and anti-
inflammatory properties of SCFAs have been reported.

Migration of neutrophils from the blood stream to
inflamed tissue is one of the main steps that takes place in
the inflammatory process. Neutrophil rolling along the
endothelial cell surface and activation of chemoattractant
receptors on the neutrophil membrane, followed by firm
adhesion to vessel walls and transmigration through the
endothelium, are involved in the neutrophil migration
process. Cell-adhesion molecules such as selectins (E-,
P- and L-selectins), imtegrins [LFA-1 (lymphocyte
function-associated antigen-1), Mac-1 and CD11c] and
their counter-ligand molecules [specific carbohydrates,
VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-1), ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1) and others] play a
central role in rolling and adhesion of neutrophils to the
endothelium. Owing to the key participation of these
molecules 1n the neutrophil migration process, they have
been studied as possible targets for the development of
a new class of anti-inflammatory drugs [10].

The effect of SCFAs has been addressed in different
steps of the inflammation process, such as the production
of cytekines and ROS; however, there 1s not ecnough
information about the effect of these faty acids
on the migration of neutrophils to inflammatory sites.
In the present study, the effect of acetate, propionate and
butyrate on neutrophil chemotaxis and migration has
been investigated. Experiments were carried out in rats
and inwitro, and the following parameters were measured:
rolling, adherence, transmigration, air pouch influx of
[CINC-20 8
(cytokine-induced neutrophil chemoattractant-2o 8), 1L-
18 (interleukin-18), MIP-1e {macrophage inflammatory
protein-le) and TNF-o (tumour necrosis factor-o)]

neutrophils, production of cytokines

and the expression of adhesion molecules in neutrophils
(L-selectin and B2 integrin).

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Bovine fetal serum, Hepes, penicillin, RPMI 1640
medivm  supplemented with i1-glutamine, sodium
bicarbonate, fatty acids, oyster glycogen and fMLP (N-
formylmethionyl-leucyl-phenylalanine) were supplied
by Sigma. Stock solutions of fatty acids were prepared in

PBS and the pH was adjusted to 7.4 with 1 mol/l NaOH.

Animals

Male Wistar rats weighing 180 + 20 g were obtained from
the Department of Physiology and Biophysics, Institute
of Biomedical Sciences, University of Sao Paule, Sac
Paulo, Brazil. The rats were maintained at 23 °C under a
12/12 h hght/dark cycle. Food and water were given ad
libitnme. Animals were anaesthetized with intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital (65 mg/kg of body

© The Authors Journal compilation © 2009 Biochemical Society

weight) for all experimental procedures. The Animal
Care Committee of the Institute of Biomedical Sciences
approved the experimental procedure of this study.

Air pouch assay and exudate preparation
In order to evaluate the effect of SCFAs on i wive
cell migration, the air pouch assay was used. Induction
of rat skin air pouches was performed according to
the method described by Edwards et al. [11]. Briefly,
20 ml of sterile air (using 0.22 um fluoropore filters) was
insufflated into the subcutaneous tissue of the back trunk
of rats under anaesthesia. At 7 days later, an additional
10 ml of sterile air was insufflated and, then, 1 ml of a
solution of acetate (25 mmol/l), propiconate (12 mmol/1)
or butyrate (12 mmol/1) in sterile PBS was injected into
the pouch under anaesthesia and aseptic conditions.
Negative controls received 1 ml of sterile PBS, and
positive controls received 1 ml of stenle PBS plus fMLP
(10 nmol/1) through the same route.

At 4 h after the injection of the fatty acids, the animals
were killed by decapitation and the inflammatory exudate
was collected after washing the cavity with 2 ml of sterile
PBS. The suspension was centrifuged at 500 g for 10 min
at 4 °C. Cells were counted in a Neubauer chamber, and
the cytocentrifuged smears were stained with standard
May-Grunwald and Giemsa solutions (Sigma). Differen-
tial cell counts were performed on 100 cells/slide. Results
are expressed as the fractional change in the number of
cells that were collected under control conditions (PBS
without fMLP). The supernatant was assayed for CINC-
2e8, TNF-ov, MIP-1v and 1L-18 by ELISA (DuoSet;
R&D System), according to the supplier’s instructions.

Intravital microscopic assay

Rats were anaesthetized and the mesentery was extern-
alized. After surgery, the animals were kept on a board
thermostatically controlled at 37 °C that included a trans-
parent platform on which the tissue to be transilluminated
was placed. The preparation was kept moist and warmed
by irrigating the tissue with warmed Ringer-Locke
solution [154 mmol/l NaCl, 5.6 mmol/l KCI1, 2 mmol/1
CaCl-2H, O, 6 mmol/l NaHCO; and 5 mmol/] glucose
(pH 7.2-7.4)] containing 1 % (w/v) gelatin. The rate of the
solution outflow onto the exposed tissue was controlled
to keep the preparation in continuous contact with a
film of iquid. Transilluminated images were obtained by
optical microscopy (Axioplan IT equipped with 5.0/0.30x
plan-neofluar or 10.0/0.25x Achroplan longitudinal dis-
tance objectives/numeric aperture and 1.0, 1.25 or 1.60x
optovar; Carl Zeiss). The images were captured ona video
camera (ZVS, 3C75DE; Carl Zeiss) and were transmitted
simultancously entoa TV moenitor and computer. Images
obtained onthe TV monitor were recorded on video tape.
Digitized images were subsequently analysed by using
image-analysis software (KS 300; Kontron).



Shert-chain fatty acids induce neutrophil migration

FEE]

Table | Annealing temperature and sequences of the primers used
Primer
Gene Sense Antisense Annealing temperature
Ba-Microglobulin 5-CTCAGTTCCACCCACCTCAG-3 5/-GCAAGCATATACATCGGTCTCG-3 56°C
L-Selectin 5 -AAATGTGGACATGGGTGGGAAC-3 5 -CCTTGGACTTCTIGTTGTTGGG-3 54°C
B Integrin 5 -TGGCACACAAACTTTCCGAGAG-3 5 -TAGGTGACTTTCAGGGTGTCCG-3/ 571°C

Leucocyte—endothelial interaction

The interaction between leucocytes and vessel walls
was evaluated by determining the number of rolling
and adhered leucocytes to the post-capillary venule
wall (20-30 um in diameter and 200 pm in length) of
the mesentery at 10-min intervals. Three fields were
evaluated in each amimal after application of 10 ul of
fatty acids. Leucocytes moving in the peripheral of the
axial stream, in contact with the endothelium, were
considered to be rollers [12]. These leucocytes moved
sufficiently slowly to be individually visible and were
counted as they rolled past a selected point on one side
of the vessel duning 10 min after the fatty acid addition.
The number of leucocytes adhered to the endothelium
(stopped at the vessel wall) was determined in the same
vascular segment after 10 min of the fatty acid addition.

Expression of adhesion molecules
(L-selectin and 82 integrin) evaluated by
flow cytometry
In order to estimate L-selectin or B2 integrin expression,
leucocytes were collected with EDTA (100 mg/ml) from
blood obtained from the abdominal acrta. Neutrophils
were 1solated using a Histopaque gradient. A 3 mlsample
of Histopaque-1077 was placed in a tube and the same
volume of whole blood was carefully layered on to the
separation medium. The tube was then centrifuged at
400 g at 4°C for 30 min. At the end of the centrifugation,
three distinct phases were formed. The upper two
phases {plasma, mononuclear cell and Histopaque-1077)
were discarded and the lower one, which was rich in
neutrophils and erythrocytes, was resuspended in PBS.
Erythrocyte lysis was performed using an ammonium
chloride solution (0.13 mol/l), and leucocytes were re-
covered after washing with PBS. Using this methodology
for separation, rich neutrophil preparations (= 90% of
leucocytes) were obtained as evaluated by microscopy.
Cells (1.0<10°) were pre-incubated for 4h with
acetate (25 mmol/l}, propionate {12 mmol/l) or butyrate
(12 mmol/l} and were then stimulated with fMLP {10
nmol/l during 10 min for L-selectin and 30 min for g2
integrin evaluation). After washing, leucocytes were in-
cubated further for 30 min at 4°C in the dark with 10 gl of
a monoclonal antibody against L-selectin or £2 integrin.
Immediately after incubation, cells were analysed in a

FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson). Data
from 10000 cells were obtained and only morphologically
viable neutrophils were considered for analysis.

Expression of L-selectin and 82 integrin
mRNA

The cffect of SCFAs on mRNA levels of adhesion
molecules (L-sclectin and B2 integrin) was evaluated in
elicited neutrophils. Rat neutrophils were obtained by
intraperitoneal lavage with 40 ml of PBS 4 h after the
intraperitoneal injection of 10 ml of freshly prepared 1 %
(w/v) oyster glycogen (Type II) solution 1in sterile PBS.
The cell suspension was cemtrifuged at 4°C (500 g for
10 min). The number of viable cells (> 95 % neutrophils)
was determined in a Neubauer chamber under an optical
microscope by Trypan Blue exclusion. Neutrophils were
incubated for 1 or 4 h with acetate {25 mmol/l), propi-
onate {12 mmol/l) or butyrate (12 mmol/l). Total RNA
was obtained from 1.5 x 107 neutrophils using TRIzol®
reagent (Invitrogen) as described previously [13].

Total RNA (3 pug) was reverse-transcribed to eDINA
using the reverse transcriptase Rewertaid™ M-MulV.
Expression of L-selectin and £2 integrin was evaluated
by real-time PCR [14] using Rotor Gene 3000 equipment
(Corbett Research) and SYBR Green as the fluorescent
dye. The sequence of the primers is shown in Table 1.
Evaluation of gene expression was carried out using
the method described by Liu and Saint [15], with the

B2-microglobulin gene as an internal control.

Transmigration assay

Adult male rats were killed by decapitation without an-
aesthesia. Neutrophils were cobtained by intraperitoneal
lavage, 4 h after the intraperitoneal injection of 10 ml
of sterile 1% (w/v) oyster glycogen (Type 1I) solution
in PBS. This treatment induces a substantial migration
of neutrophils (>95%) to the intraperitoneal cavity
with little contamination by monocytes. Neutrophil
chemotactic responses were tested using 96-well
disposable chemotactic plates (INeuroprobe), according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, flat-bottomed
chambers were filled with the chemotactic agent fMLP
(10 nmol/l) in PBS contaiming 0.01% albumin or
with PBS containing 0.01 % albumin only. Chemotactic
membranes with a pore size of 5 pm were fixed to the

© The Authors Journal compilation © 2009 Biochemical Society



334

K. A. R Yinelo and others

5 o» @ o= B
L Lol Ly iy
.

(Fractional change)
m @

Cell migration to alr pouches
-

N
N

-]
L

Figure | HNeutrophil influx into air pouches after injection
of PBS, SCFAs or fMLP

Yalues are means 4+ SEM. of six animals per group and are presented as
the fractional change (treatment valuefcortrol valug). *FP < 0.05 compared with
control [PBS)

filter seat and a suspension of neutrophils (2.5 x 10° cells/
m]), prc—trcatcd for 4 h with SCFAS, was added to the
top of each well. The chamber asscmbly was incubated
in 2 humidified 5% COy atmosphcrc at 37°C for
60 min. After imcubation, mcutrophila were counted in
a Neubauer chamber. The chemotactic factor fMILP (10
rm olf]) was used as a pos{tivc control for m[gration. Res-

ults were normalized by the number of cells that trans-

migrated under control conditions (PBS without {MLP).

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out by comparing the
control group with the SCFA-treated groups. ANOVA
with a Dunnett’s test (Graph Pad Prism 4.0 Software)
was used for comparison between the treated groups and
the controls. The significance level was set at P < 0.05.

RESULTS

The number of cells that migrated to the air pouches
was determined 4 h after the injection of the SCFAs, the
positive control (fVMLP) or PBS. Cells collected from
the pouches consisted mainly of neutrophils (>90%).
IMLP treatment increased leucocyte migration to the air
pouches in comparison with PBS (1.98 » 10° cells com-
pared with 0.15 x 10° respectively). Significant cell influx
into the pouches was induced by the SCFAs. Cell migra-
tion was increased 6-, 10- and 13- fold for acetate, propi-
onate and butyrate respectively (Figure 1). The amount of
cytokines (CINC-2« 8, IL-18, TNF-& and MIP-1c) re-
leased into air pouches was also determined. No effect of
the SCFAs on IL-18, TNF-& and MIP-1x release was ab-
served (control values, 514 +11 pg;’ml forIL-15,956+51
pe/mlfor TNF-« and 77 + 30 pg/ml for MIP-12). How-
ever, CINC-228 release into the pouches was increased

© The futhors Journal compilation © 2009 Biochemical Society
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Figure 2 CINC-2uf§ release into air pouches after injection
of PBS, SCFAs or fMLP

Values are means & SEM. of six animaly per group *F < 0.05 compared with
control (FES)

Table 2 Effect of SCFAs on neutrophil rolling and adherence
Rolling and adherence of neutrophils in mesenteric venules were analysed after
topical application of PBS, SCRAs or fMLP. Values are means 4 SEM. of five
animals per group. * P << 0.05 compared with cortral (PBI)

Treatment Rolling (% change) Adherence (% change)
Contral w0 <5
Acetate

15 mmoldl 170420 I44 21"
Prapionate

12 mmol/l e 9+8

Hmmoldl 1704 14* 135 4+
Butyrate

12 mmol/l N+ |14 410

4 mmol/l |46+ 23* 129 £ 24*
fHLP

10 mmol/l 155 4 24* WT A 14

1.7-,3.8-and 2.7-fold by acetate, proplonate and butyrate
respectively (Figure 2). No differencewas found between
the effect of IMLP, a classical neutrophil chemoattractant
agent [16], and that of propionate or butyrate on cell
migration (Figure 1} or CINC-2¢:f release (Figure 2).
No difference in cell migration was observed between
{MLP alone or {MLP plus SCFAs (results not shown).

In order to evaluate the effect of SCFAs on leucocyte—
endothelial cell interactions, these fatty acids were
topically applied on to mesentery venules. Rolling and
adherence of leucocytes to endothelium was evaluated
using transilluminated images obtained by optical
microscopy. The analyses were made 10min after
SCFA, PBS or fMLP application. The number of rolling
cells was counted during 10 min. Acetate {25 mmol/l),
propionate (24 mmol/l) and butyrate (24 mmol/l) signi-
ficantly increased the number of rolling and adhered
cells compared with the control group (Table 2.

The stimulatory effect of the fatty acids on neutrophil
migration led us to examine L-selectin and B2 intcgrim

CXPI’CSSiOD on thﬁ UCUtTOPhl.l SUI{ZCC. ThCSC ﬁdhCS;OH
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Table 3 Effect of SCFAs on expression of L-selectin and 52
integrin on neutrophil surface

Lselectin and B2 irtegrin expression was evaluated by flow cptometry after
pre-tregtment (4 b owith PBS o SCRAs. MLP was wsed as 2 positive control.
Values are means =4 SEM. of the fractional changes (treatment walue/cont rol
value) of three experiments. * £ = (.05 compared with control [FBS).

Treatment 51 Integrin L-Selactin
Cartrol 1.0 1.0

Acetate (25 mmol/T) |14 4007 LA 403"
Fropionate (12 mmold) |2l 000 4] +0.23*
Butyrate (12 mmol/]) |08 4009 41 007*
THLP (10 nmal /1) 190016 1890 19*

[32-integrin

j | f PBS

L-selectin

120 160 200

Counts
0

0 @

10
FL1H

«] Ac

i
&
L
' w ut

w
R

molecules are expressed on leucocytes and play a key role
in leucocyte rolling and adhesion to the endothelium.
Neutrophils were pre-incubated for 4 h in the presence
of the SCFAs. Cells were then stimulated with {MLP
and the abundance of L-selectin and $2 integrin on the
ncutrophﬂ surface was evaluated by flow cytometry.
L-Selectin expression on the surface of neutrophils pre-
treated with SCFAs for 4 h was higher than in centrol
cells (PBS) not treated with {MLP (Table 3). Stimulation
of neutrophils with IMLP also increased the expression
of L-selectin (Table 3). The stimulatory effect of SCFAs
on L-selectin was not observed when neutrophils were
incubated for 1h (results not shown). B2 integrin
expression was increased with IMLT treatment, but no
effect of the SCFAs was observed (Figure 3).

The results obtained by flow cytometry led us te
evaluate L-selectin and 52 integrin mRNA expression
after 1 and 4 h of pre-incubation with the fatty acids. No
effect of the SCFAs on L-selectinand 52 integrin mRINA
expression was observed after 1h incubation (results
not shown); however, there was 2 significant increase
in L-selectin mRINA levels by 2.0-, 2.2- and 3.2-fold in
comparison with controls after incubation of neutrophils
with acetate, propionate or butyrate respectively, for 4 h.
52 integrin mRINA expression was not affected by the
treatrnents with the fatty acids.

Previous studies have shown that the SCFAs induce
chemotaxis of neutrophils [17]. Therefore we examined
neutrophil chemotactic responses after pre-treatment (4 h
at 37°C) with acetate (10 and 25 mmol/l}, propionate
(4, 8 and 12 mmol/]) and butyrate (4, 8§ and 12 mmol/1).
Qur results indicated that 25 mmol/l acetate (Figure 4A),
12 mmol/] propionate (Figure 4B) and 4, 8 and 12 mmol/l
butyrate (Figure 4C) enhanced neutrophil chemotaxis.
The values obtained were higher than those observed in
response to vehicle and were equivalent to neutrophil
migration induced by {MLP, which was used as the posit-
ive control. However, pre-treatment of neutrophils with

SCFAs did not interfere with the IMLP effect (Figure 4).
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Figure 3 Representative traces from flow cytometric

analyses of §2 integrin and L-selectin expression on the
membrane surface

Open trace, cells stimulated with MLP, closed trace, cells not stimulated with
MLF e, acetate; Pr, propionate; Bt, butyrate

DISCUSSION

Qur findings support the hypothesis that SCFAs
interfere with a key step in the inflammatory process,
namely neutrophil migration. SCFAs induced neutrophil
migration # wfvo, and this effect was associated with an
increased production of the chemoattractant cytokine
CINC-2¢ 8 and the increased expression of L-selectin on
the neutrophil surface. These fatty acids also increased
in pitro transmigration of neutrophils. These results
indicate that SCFAs produced by anaerobic bacterial
fermentation increase neutrophil migration, exacerbating
the inﬂammatory process.

SCFAs induce morphological changes and cell polar-
ization, Ca?* release and actin cytoskeleton remodelling
in incubated neutrophils [18,19]. These effects involve
activation of GPR43 (G-protein-coupled receptor 43}, an
SCFA membrane receptor [17,20]. Activation of this re-
ceptor, which is coupled to Gy, and G4 proteins, has been
shown to increase intracellular Ca?t concentrations and

to induce neutrophil chemotaxis [17]. In agreement with
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Figure 4 Effect of acetate (i), propionate (B) and butyrate {C) on neutrophil transmigration
Values are means &= SEM. of four experiments performed in duplicaste *P = 0.05 compared with control (PB). Ac, acetate; Pr, prepionate; Bt, butyrate

these abservations, pre-treatment with acetate, propion-
ate or butyrate increased neutrophil migration in vitro.
Confirming the effect observed in wtro, SCFAs in-
creased the migration of neutrophils to the air pouch, and
thenumber of rolling and adhered cells, as observed by in-
travital microscopy. The interaction between endothelial
cells and nevtrophils plays a key role in the recruitment
of these latter cells tothe inflamed tissue. Previous studies
have shown the effect of SCFAs on this interaction, but
thefocus of these studies was the endothelial cells [21,22]
and conflicting results have been reported. Zapolska-
Downar et al. [21] have shown that pre-treatment of
HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) with
butyrate inhibits the expression of VCAM-1 and ICAM-
1 induced by TNF-x and IL-18, suggesting an anti-
inflammatory effect of this fatty acid. However, Miller
et al. [22], using the same cells, showed that butyrate
increased the expression of ICAM-1 and E-selectin, but
had no effect on VCAM-1 expression. In the present
study, we have shown that SCFAs increase neutrophil
surface expression of L-selectin, but not of 52 integrin.
L Selectin, an adhesion molecule constitutively
expressed on leucocytes, together with E- and P-selectins
expressed on endothelial cells, is responsible for the initial
step of tethering and rolling of leucocytes on the endothe-
lium. The expression of this adhesion melecule on the
membrane surface is controlled by transcriptional regu-
lation and shedding. SCFAs augmented L-selectin surface
expression, an effect at least In part related to an increase
inmBNA expression. This effect, together with increased
E-selectin expression, as shown by Miller et al. [22], may
be responsible for the enhanced leucocyte rolling activity
observed in vivo in the presence of the SCFAs.
Expression of 52 integrins, of which the most im port-
ant for neutrophil adhesion during acute inflammatory
responses are Mac-1 {macrophage-1) and LFA-1 [23],
were not modified by the SCFAs. However, an increased
number of adhered lcucocytes on the endothelium was
observed in the intravital microscopic assay. This effect
may result from the increased number of rolling neutro-
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phils andfor the increased expression of the endathelial
ligand TCAM-1, as shown previously by Miller etal. [22].

In rats, an important family of chemokines is termed
CINC [24]. CINC-2 is one of the chemakines within
this family. There is one CINC-2 gene, with CINC-2
and CINC-2# arising by alternative RNA splicing [25].
Neutrophils are both a source and a target of CINC-2.
In vitro, rat CINC has been shown to be a potent
neutrophil chemoattractant agent [24], and fn wiwo it
mediates neutrophil accumulation in different models of
inflammation by increasing the emigration and activation
of neutrophils [26,27]. Nakagawa et al. [28] have shown
that LPS-stimulated rat macrophages produce CINC-2e
as a major chemoattractant agent for neutrophils. In the
present study, SCFAs enhanced the release of CINC-2a8
into the air pouch. This effect can account, at least in
part, for the increased migration of neutrophils to the
air pouch. Other studies have shown that these fatty
acids increase the production of chemokines by different
cell types, such as colonic epithelial cell lines [29,30],
cervical cells (Hela) [31] and 2 microglial cell line (N9}
[32]. CINC-22 8 expression is regulated by transcription
factors such NF-«B {nuclear factor «B) and AP-1
{activator protein-1) [25]. Activation of both NF-«B
[31,33] and AP-1 [34] is modulated by SCFAs. Thus the
increased release of CINC-2u8 possibly occurs due to
an enhancement of the activation of these transcription
factors by SCFAs.

Concentrations of SCFAs used in the present study
{acetate up ta 25 mmol/l, propionate up to 24 mmol/l and
butyrateup to24 mmal/1) arehigher than thosedescribed
by Niederman etal. [3]for gingival crevices in periodontal
subjects. However, other studies in which SCFAs were
measured in culture filtrates of anaerobic bacteria or
at the sites of anzerobic bacterial infection have shown
higher concentrations of these fatty acids than the ones
used in the present study. Filtrates from Porphyromonas
gingivalis, Prevotells Ioescheii and Fusobacterium nucle-
atum cells contain from 0.6-19.1 mmol/l propionate
and 13.3-26.8 mmol/|l butyrate [4]. Rotstein et al. [35]
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also measured concentrations of SCFAs in filtrates of
Bacteroides fragilis and found concentrations higher
than 40 mmol/l. Concentrations of SCFAs in excess of
30 mmol/1 have also been measured in clinical abscesses
[36]. Mills et al. [6], with the aim of determining whether
foot-rot-causing bacteria produced SCFAs in clinically
relevant quantities, measured acetate, propionate and
butyrate in cultured anaerobic bacteria. Concentrations
as high as 25.3, 25.4 and 10.4 mmol/l for acetate, butyrate
and propionate respectively, after incubation for 72 h
were found [6].

In spite of the fact that SCFAs had a pro-inflammatory
effect in our present experimental conditions, anti-
inflammatory actions of these fatty acids have also been
Observed iIl Other Coﬂditioﬂs. The inCOHSiStCHCiCS Of the
results can be associated with the use of different con-
centrations of SCFAs, pH and cell types. Stempelj et al.
[37] have shown that butyrate increases the expression
of iINOS (inducible NO synthase) and NO production
in intestinal epithelial cells. However, this fatty acid
inhibited NO production by macrophages and intestinal
myofibroblasts [37]. Huuskonen et al. [32] reported
opposite effects depending on the cell type. Butyrate
and propionate potentiated LPS-induced produetion of
NO and 1L-6 in N9 microghal cells, but inhibited LPS-
induced responses in rat primary microglia, as in cultured
hippocampal slices and neural co-cultures of microghal
cells, astrocytes and cerebellar granule neurons [32].

In the present study, we have shown that SCFAs
wmerease neutrophil migration to the inflammatory
site, contributing to the initiation of the inflammation
PrOCeSS. Taki[lg iﬂto account the reSuh:S Of the Studies
mentioned above and the fact that, at the infection site
in vive, different SCFAs are produced achieving together
much higher concentrations than the ones used in our
present study, the results shown are clinically relevant.
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