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RESUMO

SOARES, E. R. Impacto da ingestdo de farinha de jabuticaba em parametros metabdlicos e na
microbiota intestinal em modelo murino de obesidade. 2020. 91 f. Tese (Doutorado em
Alimentacdo, Nutricdo e Salude) — Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

A relacdo entre a obesidade, doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e a microbiota
intestinal vem sendo objeto de estudo em diferentes campos da nutricdo. A ingestdo de
compostos fendlicos tem sido relatada como benéfica por exercer multiplos efeitos biol6gicos
na prevencdo do desenvolvimento de doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNTSs). Desta
forma, o presente estudo avaliou a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba (JPSP) em
modelo murino de obesidade induzido por dieta nos parametros metabdlicos e na microbiota
intestinal. Camundongos machos adultos (C57BL/6) foram divididos em 5 grupos
experimentais (n=16): grupo controle, grupo hiperlipidico (HF), e grupos hiperlipidicos
acrescido de 5%, 10% ou 15% de JPSP nas dietas (HF-J5, HF-J10 e HF-J15,
respectivamente). Apods inducdo da obesidade (9 semanas) e intervencdo com JPSP (4
semanas) foi avaliado a massa corporal, o consumo alimentar, os parametros bioquimicos
plasmaticos, o remodelamento hepatico, a metabolizacdo de compostos fenolicos e o perfil da
microbiota intestinal. O tratamento com 15% de farinha de jabuticaba atenuou o ganho de
massa corporal dos animais. Observou-se, ainda, que o consumo de JPSP promoveu melhora
significativa em parametros metabolicos associados a obesidade, como a inflamacdo, a
dislipidemia e a resisténcia a insulina. Além disso, a intervencdo com JPSP diminuiu a
concentracdo de malondialdeido e aumentou a atividade da enzima antioxidante glutationa
peroxidase no tecido hepatico. O consumo de JPSP promoveu atenuagdo do remodelamento
hepatico, com menor percentual de esteatose hepatica e menor deposicdo de fibras de
colageno, possivelmente relacionados ndo sé a reducdo da massa e do volume hepéatico, como
também menor concentracdo de triglicerideo e colesterol hepatico. As concentracfes
plasmaticas de aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase demonstraram que o
consumo de JPSP ndo promoveu toxicidade hepatica, mesmo em sua maior concentracdo. A
determinacdo dos metabdlitos urinarios derivados do 4&cido eldgico consistiu em um
importante marcador do consumo de fendlicos, evidenciando cinco metabdlitos derivados do
acido elagico conjugados ao acido glucurénico. Adicionalmente, houve efeito antimicrobiano
e alteracdo na diversidade microbiana, bem como diminuicdo da endotoxemia metabdlica,
principalmente nos grupos que consumiram 10% e 15% de JPSP. O consumo da farinha de
jabuticaba foi capaz de promover melhora de parametros metabdlicos relacionados a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica e suas comorbidades associadas. Tais achados
podem estar relacionados a mudanca na comunidade da microbiota intestinal, promovendo
efeitos locais e sistémicos, sendo consistentes com a protecdo de alteragcdes dos parametros
metabolicos da obesidade.

Palavras-chave: Jabuticaba. Compostos fenolicos. Obesidade. Doenga hepética gordurosa ndo
alcoolica. Composicdo da microbiota intestinal.



ABSTRACT

SOARES, E. R. Effects of jabuticaba powder ingestion on metabolic parameters and gut
microbiota in a murine model of obesity. 2020. 91 f. Tese (Doutorado em Alimentacao,
Nutricdo e Saude) — Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

The interaction between obesity, non-alcoholic fatty liver disease, and the gut
microbiota has been studied in different fields of nutrition. Phenolic compounds intake has
been reported to be beneficial due to the multiple biological effects in preventing the
development of chronic non-communicable diseases (NCDs). Thus, the present study
evaluated the influence of jabuticaba peel and seed powder (JPSP) consumption in a murine
model of diet-induced obesity on metabolic parameters and gut microbiota. Adult male mice
(C57BL/6) were divided into 5 experimental groups (n = 16): control group, high-fat group
(HF), and high-fat groups plus 5%, 10%, or 15% of JPSP in the diets (HF-J5, HF-J10, and
HF-J15, respectively). After obesity induction (9 weeks) and intervention with JPSP (4
weeks), body mass, food intake, plasma biochemical parameters, liver remodeling,
metabolism of phenolic compounds, and gut microbiota profile were evaluated. Treatment
with 15% JPSP attenuated the animals' body mass gain. It was also observed that JPSP
consumption promoted a significant improvement in metabolic parameters associated with
obesity, such as inflammation, dyslipidemia, and insulin resistance. Besides, intervention with
JPSP decreased the concentration of malondialdehyde and increased the glutathione
peroxidase antioxidant activity in liver tissue. The consumption of JPSP promoted beneficial
hepatic remodeling, with a lower percentage of fatty liver and less deposition of collagen
fibers, possibly related to not only the reduction of liver mass and volume, as well as a lower
concentration of hepatic triglyceride and cholesterol. The plasma concentrations of aspartate
aminotransferase and alanine aminotransferase demonstrated that JPSP consumption did not
promote liver toxicity, even in its highest concentration. The determination of urinary
metabolites derived from ellagic acid was an important marker of phenolic consumption,
showing five metabolites derived from ellagic acid conjugated to glucuronic acid.
Additionally, there was an antimicrobial effect and changes in microbial diversity, as well as a
decrease in metabolic endotoxemia, especially in groups that consumed 10% and 15% of
JPSP. JPSP consumption was able to improve metabolic parameters related to obesity induced
by a high-fat diet and its associated comorbidities. Such findings may be related to the change
in the gut microbiota community, promoting local and systemic effects, being consistent with
the protection of changes in the metabolic parameters of obesity.

Keywords: Jaboticaba. Phenolic compounds. Obesity. Non-alcoholic fatty liver disease. gut
microbiome composition.
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INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) tornou-se a doenca hepatica
crbnica mais comum, concomitante a obesidade, cuja alta prevaléncia se transformou em um
grande desafio a satde publica em todo o mundo. Atualmente, o comprometimento hepatico é
considerado um mecanismo complexo com multiplos fatores promovendo o desenvolvimento
e a progressdo da DHGNA, como resisténcia a insulina (RI), obesidade e alteracfes na
composigdo da microbiota intestinal. Esses mecanismos estdo intimamente relacionados a
fatores ambientais, entre os quais a alimentacdo vem sendo objeto de estudo em diferentes
campos da nutri¢do.

A alimentacdo consiste em um fator ambiental que vem despertando o interesse devido
a potenciais atividades bioldgicas de nutrientes e de compostos bioativos (CBAS) presentes
em diversas matrizes alimentares. O consumo de CBAs esta relacionado ao menor risco de
desenvolvimento de DCNTs. Os alimentos fontes desses compostos estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, destacando-se as frutas como uma das principais fontes
dietéticas. Dentre as frutas, destaca-se a jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), fruta nativa da
mata atlantica. Dentre os CBAs encontrados na jabuticaba, os compostos fendlicos merecem
destaque por estarem presentes em quantidades expressivas e por apresentarem diversas
propriedades benéficas a saude, tais como atividade anti-inflamatéria, melhora na
sensibilidade a insulina, atenuacdo da dislipidemia, atividade antimicrobiana. Estas
propriedades sdo atribuidas ndo s6 aos compostos fendlicos, mas também aos metabolitos
destes que sdo gerados ap6s passagem pelo trato gastrointestinal.

Desta forma, levando-se em consideracdo a influéncia que os compostos fendlicos
exercem sobre a saude, e a associacdo destes com as alteracbes metabdlicas oriundas da
obesidade e da microbiota intestinal, torna-se plausivel a hipdtese de que 0s compostos
fendlicos presentes na farinha de jabuticaba consigam atenuar pardmetros metabdlicos da

obesidade associados a alteracdes na microbiota intestinal.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Obesidade e suas alteracdes metabdlicas

1.1.1 Obesidade

A elevada prevaléncia da obesidade e de comorbidades associadas tornaram-se um
grande desafio epidemioldgico mundial (AFSHIN et al., 2017). De acordo com a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS), a prevaléncia de obesidade triplicou entre 1975 e 2016, ano no
qual a estimativa da populacdo adulta mundial obesa é de 13% (WHO, 2016). No Brasil, a
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF, 2008-2009) mostrou que 12,4% dos homens e
16,9% das mulheres apresentavam obesidade (IBGE, 2010). Ja a Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL) apontou que o
percentual de obesidade, classificada pelo indice de massa corporal maior ou igual a 30
kg/m?, foi de 18,7% no sexo masculino e de 20,7% no sexo feminino no ano de 2018
(BRASIL, 2019).

A obesidade é uma doenca complexa de etiologia multifatorial caracterizada pelo
acimulo de tecido adiposo (TA), resultante de um desequilibrio prolongado entre ingestdo e
dispéndio energético, envolvendo fatores genéticos, fisioldgicos, sociais e ambientais, estando
fortemente associada a alimentagdo e ao estilo de vida (SHI et al., 2017).

O desequilibrio na ingestdo de macronutrientes, tanto para 0 excesso quanto para a
escassez, vem sendo estudada em larga escala, devido & grande porcentagem de contribuicdo
para alteracbes metabdlicas que podem acometer um individuo (BODEN et al., 2015;
HARIRI; THIBAULT, 2010). Dentre as dietas excedentes em macronutrientes, muita
relevancia tem sido dada a dieta hiperlipidica (HFD, do inglés high fat diet), ja descrita como
potencial promotora do maior acimulo de lipideos corporal, aumentando a adiposidade,
podendo levar a quadros de obesidade acompanhada de alteragcbes metabdlicas, como
hipertensdo, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), e DHGNA em modelos experimentais e em
humanos (HARIRI; THIBAULT, 2010; VELAZQUEZ et al., 2019).

Deve-se sempre ressaltar, contudo, que a composi¢do de &cidos graxos da dieta exerce
potencial efeito na regulacdo do peso corporal, na celularidade do tecido adiposo (volume e
numero de células adiposas) e nas alteracdes metabolicas presentes na obesidade (AILHAUD
et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2017; MOUSSAVI; GAVINO; RECEVEUR, 2008).

Estudos realizados com seres humanos mostraram que 0s acidos graxos saturados (SFA do
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inglés, saturated fatty acid) sdo mais obesogénicos que 0s acidos graxos poli-insaturados
(PUFA do inglés, polyunsaturated fatty acid) (KIEN; BUNN; UGRASBUL, 2005; LAWTON
et al., 2000; PIERS et al., 2003). Estudos experimentais sustentam esta afirmativa, mostrando
maior acumulo de gordura corporal em animais que consumiram SFA (BELL; SPENCER,;
SHERRIFF, 1997; SHILLABEER; LAU, 1994; SILVA et al., 2006; YAQOOB et al., 1995).
Adicionalmente, o tamanho da cadeia carbdnica dos &cidos graxos parece influenciar na
deposicdo de TG nos adipdcitos. Os acidos graxos de cadeia curta (C2:0-C4:0) e de cadeia
média (C6:0-C12:0) sdo transportados diretamente para o figado através do sistema porta, ndo
dependendo da carnitina para entrar nas mitocéndrias e portanto, sdo mais oxidados e menos
depositados no TA quando comparados aos acidos graxos de cadeia longa (C14:0-C24:0)
(MOUSSAVI; GAVINO; RECEVEUR, 2008; SCHONFELD; WOJTCZAK, 2016;
TAKEUCHI et al., 2008). Em modelo murino e em estudos com humanos, a HFD é
reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento de DHGNA. Sabe-se que 0
consumo de banha de porco, rica em SFA, agrava a fibrose hepatica, induzida por tetracloreto
de carbono (CCl4) enquanto o consumo de éleo de milho, rico em PUFAs, ndo acarretou o
agravamento da doenca hepatica. O estudo protedmico demonstrou que a ingestdo cronica de
banha aumenta o estresse do reticulo endoplasmaético (ER do inglés, endoplasmic reticulum) e
desequilibra a reacdo de transmetilagdo hepatica (WANG et al., 2017).

O consumo excessivo de carboidratos simples também é um fator de risco para o
desenvolvimento da obesidade, DM2 e DHGNA. Sabe-se que nos paises que usam xarope de
milho, que possui alto teor de frutose, em alimentos, hd uma prevaléncia 20% maior de
diabetes em comparacdo com 0s paises que ndo o utilizam, independente da obesidade
(GORAN; ULIJASZEK; VENTURA, 2013). Ja foi demonstrado que o consumo de frutose,
mas ndo de bebidas adocadas com glicose, promoveu aumento da adiposidade visceral, Rl e
aumento da lipogénese de novo (DNL, do inglés de novo lipogenesis) hepatica (COX et al.,
2012; SILBERNAGEL et al., 2011; STANHOPE et al., 2009). O mecanismo proposto é que
os carboidratos da dieta, ap6s digeridos, sdo absorvidos pelo intestino e, através da veia porta,
chegam diretamente ao figado. Mais de 90% da frutose é metabolizada pelo tecido hepatico
através do metabolismo de primeira passagem. A frutose pode regular diretamente os fatores
transcricionais que regulam a DNL ou pode fazé-lo indiretamente, induzindo estresse do ER,
RI e diminuicdo do metabolismo mitocondrial, levando a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) (SOFTIC; COHEN; KAHN, 2016).

Portanto, fatores ambientais, como a alimentacdo, estdo intimamente associados com a

adiposidade corporal, sendo esta um importante fator de risco para o desenvolvimento de
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diversas alteragdes metabolicas patoldgicas, como a RI, a DHGNA e a sindrome metabdlica
(RICCARDI; GIACCO; RIVELLESE, 2004). Estudos de revisdo tém demonstrado que
fatores como a expansibilidade, a distribuicdo, a composicdo celular, a adipogénese, a
vascularizagéo, a inflamag&o, dentre outras alteragGes do TA sdo mecanismos de investigagdo
essenciais para que seja possivel determinar o risco cardiovascular (ANTHONY et al., 2019;
FUSTER et al., 2016). Assim, os fenémenos de hipertrofia e de hiperplasia adipocitica,
isoladamente, ja ndo sdo suficientes para explicar as alteragdes metabolicas que podem
acometer um individuo com elevado percentual de adiposidade (WEISBERG et al., 2003).

Desta forma, fica evidente a importancia das fungfes enddcrinas do TA, tendo em
vista que 0 mesmo produz um grande nimero de adipocinas que exercem funcéo autocrina e
paracrina, que atuam a nivel local, e enddcrina, que atuam a nivel sisttmico envolvidas em
diversos processos metabdlicos (GOOSSENS, 2008; HUTLEY; PRINS, 2005). Dentre as
adipocinas produzidas pelo TA branco, destacam-se a leptina e a adiponectina, tendo em vista
que equilibrio gerado por estas adipocinas culmina na homeostase metabdlica do TA.

Em linhas gerais, quando o adipdcito capta glicose ha formacao de TG, culminando na
maior secre¢do de leptina. Assim, este horménio fosforila AMPK, estimulando a lipdlise e
inibindo a lipogénese. O bloqueio da lipogénese favorece a diminuicdo da massa adipocitéaria,
sendo, portanto, este mecanismo considerado protetor contra a lipotoxicidade provocada pelo
excesso de TG nos adipocitos (STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016). Ja a adiponectina
atua de forma favoravel a regulacdo do metabolismo de glicose, estando associada nao so a
melhora da sensibilidade a insulina, como também a atenuacdo do estresse oxidativo e
inflamacdo (KUBOTA et al., 2007; YANAI; YOSHIDA, 2019).

O processo de expansibilidade do TA na obesidade favorece a hiperleptinemia,
aumento das concentracdes séricas de leptina, podendo estar associada a alteracdes no seu
receptor, fendbmeno denominado resisténcia a leptina (ZHANG; SCARPACE, 2006). A
resisténcia a leptina faz com que seu efeito supressor sobre a secre¢do pancreética de insulina
pos-prandial seja comprometido, promovendo, portanto, alteracdo no eixo adipo-insular,
ocasionando hiperleptinemia e hiperinsulinemia no individuo obeso (SEUFERT, 2004).
Ademais, o individuo obeso também cursa com a hipoadiponectinemia, o que pode favorecer
0 aumento de citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo (DI CHIARA et al., 2012).
Assim, a somatizacdo da resisténcia a leptina com a hipoadiponectinemia, consequéncias do
acumulo do TA, estdo associadas ao aumento da lipogénese e a diminuicdo da lipolise,

favorecendo os demais efeitos metabolicos adversos na obesidade, como: dislipidemias,
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inflamac&o, estresse oxidativo, esteatose hepatica, falha na cascata de sinalizacdo de insulina
(LAVOIE; GAUTHIER, 2006).

Nesse contexto, observa-se que o0 acimulo excessivo de TA pode levar a desregulacdo
da funcdo deste tecido, favorecendo a alteracdo na producdo de adipocinas para um perfil que
pode desencadear resposta inflamatoria a nivel local (LEAL; MAFRA, 2013). O mecanismo
principal que propicia este quadro é a alteracdo fenotipica dos macrofagos infiltrados no TA,
que passam a ser predominantemente do tipo M1, os quais, além das alteracfes anteriormente
citadas, promovem ainda o aumento da circulacdo da proteina quimioatrativa de mondcitos 1
(MCP-1, do inglés monocyte chemoattractant protein 1). Estes mondcitos, ao chegarem ao
adipdcito, se diferenciam em macréfagos (tipo M1), desenvolvendo, assim, um ciclo
inflamatorio no TA (Figura 1). Vale ressaltar que a infiltracdo de macrofagos se correlaciona

diretamente com o grau de obesidade e com o tamanho dos adipdcitos (LONGO et al., 2019).

Figura 1 - Esquema de desregulacao do tecido

adiposo.
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Legenda: Adipocitos “magros” acumulam lipideos, regulam a
homeostase metabolica e apresentam um perfil anti-inflamatdrio
devido a presenga de macréfagos de fendtipo tipo 2 (M2) que
produzem, essencialmente, citocinas anti-inflamatorias. O
aumento na deposicdo de TG favorece a expansdo progressiva do
TA, promovendo uma alteracdo na sintese de citocinas,
produzindo uma elevada expressdo de citocinas pré-inflamatorias
produzidas pelos macréfagos de fenétipo tipo 1 (M1).

Fonte: Adaptado de (CATALAN et al., 2013).

O TA possui uma rede capilar relativamente densa com fungdo de transportar os
nutrientes e o oxigénio adequados para suprir o tecido. Individuos eutréficos apresentam
maior vascularizacdo do tecido, no qual os adipocitos se encontram delimitados por um ou

mais capilares. Entretanto, aqueles que cursam com a obesidade apresentam TA com menor
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vascularizagdo devido a expansdo dos adipdcitos, o que pode induzir a hipdxia. Observa-se,
ainda, que o TA de um individuo obeso apresenta vasos sanguineos maiores, ndo implicando,
no entanto, no aumento do fluxo sanguineo para este tecido (SUN et al., 2011; TRAYHURN,
2013). A hipdxia tambem favorece o processo inflamatorio no TA de maneira direta, ativando
vias de sinalizacdo nos adipdcitos e nos macréfagos, como o fator nuclear kappa B (NFkB, do
inglés nuclear factor kappa B) e o fator induzido por hipoxia alfa 1 (HIF-1a, do inglés
hypoxia-inducible factor 1-alpha), ou de maneira indireta, na qual a hipoxia induz a morte do
adipocito (Figura 2) (YE, 2011).

Figura 2 - Expansao do tecido adiposo.
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Legenda: Expansdo do TA. (A) Expansdao do TA “magro” através do recrutamento efetivo de
células precursoras adipogénicas, juntamente com uma resposta angiogénica adequada e
remodelamento da matriz extracelular (MEC). (B) A expansdo do TA na obesidade consiste em
aumento dos adipdcitos existentes, angiogénese limitada e hipdxia subsequente. Como resultado,
0s macrofagos do tipo M1 prevalecem, levando a um fenétipo inflamatério fortemente associado a
resisténcia a insulina.

Fonte: Adaptado de (SUN et al., 2011).

Assim, a inflamacdo de baixo grau, a expansibilidade e o remodelamento do TA
promovem o aumento de &cidos graxos livres (AGL) circulantes devido a perda da sua
capacidade de armazenar lipideos, fazendo com que haja acumulo de lipideos de forma
ectopica, ou seja, em outros tecidos (Figura 3) (SAMUEL; SHULMAN, 2012; STINKENS et
al., 2015). Neste caso, além da expansibilidade, a distribuicio do TA parece ser de
fundamental importancia, uma vez que estudos apontam que a lipélise do TA visceral fornece
mais AGL para o figado, quando comparado ao TA subcutaneo, por exemplo (NIELSEN et
al., 2004). Esse acumulo ectépico de lipideos promove Rl em 6rgdos que também sdo
insulino-dependentes, além de estar envolvido no comprometimento da funcdo das células
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hepaticas e das beta-pancredticas, efeito conhecido como lipotoxicidade (TROUWBORST et
al., 2018; VAN HERPEN; SCHRAUWEN-HINDERLING, 2008). A lipotoxicidade promove
alteracdo na cascata de sinalizacdo da insulina, contribuindo, para o desenvolvimento da RI,
por ativar proteinas quinase que fosforilam os substratos de receptor de insulina (IRS do
inglés, insulin receptor substrate) em residuos de serina que é de carater inibitério a acdo da
insulina (EMANUELA et al., 2012; FESTUCCIA et al., 2014; OSBORN; OLEFSKY, 2012).

Assim, a somatizacdo de todos os eventos metabolicos que acontecem pela
expansibilidade e remodelamento do TA, dentre eles a alteracdo na sintese e na atuacdo de
adipocinas, a alteracdo fenotipica de macrofagos, a inflamacdo e a hipdxia, culmina em
alteracGes na cascata de sinalizacdo da insulina, podendo ocasionar em resisténcia a este
hormonio (Figura 3) (WEISBERG et al., 2003).

Figura 3 - Hipertrofia adipocitica induzindo alteracdo fenotipica de macréfagos em tecido
adiposo.
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Legenda: Hipertrofia do tecido adiposo induzindo a infiltragdo e a
proliferacdo de macrofagos, além da alteracéo na secre¢do de adipocinas
levando a inflamagdo cronica de baixa intensidade. Este quadro,
associado ao aumento de acidos graxos livres circulantes, altera a
homeostase de tecidos periféricos, como musculo e figado, promovendo
acumulo ectépico de gordura, inflamacéo e resisténcia a insulina.

Fonte: Adaptado de (SPERETTA,; LEITE; DUARTE, 2014).

1.1.2 Resisténcia a insulina

A insulina é um horménio anabdlico constituido por 2 cadeias de polipeptidios A e B

unidas por ponte dissulfeto. Este horménio € produzido pelas células B-pancreaticas e sua
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sintese € estimulada por nutrientes, como glicose, aminoacidos e lipideos (SALTIEL; KAHN,
2001). Para exercer sua funcdo, a insulina precisa se ligar ao seu receptor, denominado
receptor de insulina (IR do inglés, insulin receptor), constituido por uma proteina membranar
formada por quatro subunidades, sendo duas subunidades o (extracelulares) e duas
subunidades B (transmembranares), presentes em diversos tecidos, como hepatico, adiposo,
muscular e cardiaco (RAMALINGAM; OH; THURMOND, 2013; VAN OBBERGHEN,
1994).

O IR é do tipo tirosina quinase, assim, uma vez que a insulina se liga a subunidade a,
automaticamente ocorre uma alteracdo conformacional neste receptor que favorece a
fosforilacdo das subunidades B, devendo esta ocorrer nos residuos de tirosina, haja vista que a
fosforilagdo em residuo de serina é de acdo inibitéria, modulando, portanto, de forma negativa
a sinalizacdo deste hormonio (SALTIEL; KAHN, 2001; TANIGUCHI; EMANUELLI;
KAHN, 2006). O IR ativado, fosforila o substrato do receptor de insulina (IRS, do inglés
insulin receptor substrate), que origina regides de reconhecimento para moléculas
intracelulares que contenham o dominio homdélogo 2 ao Src (dominio SH2), intermediando a
sinalizacdo insulinica. Dentre estas moléculas, destacam-se as proteinas Grb2 (Growth factor
receptor-bound protein 2) e Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1),
sendo a mais relevante a fosfatidilinositol 3-quianse (PI3K) (RAMALINGAM; OH,;
THURMOND, 2013). Assim, destaca-se a via de sinalizacdo PI3K/AKT, essencial para o
metabolismo glicidico regulado pela insulina, tendo em vista que a inibicdo desta via blogueia
quase todas as repostas metabdlicas estimuladas pela insulina (BOURA-HALFON; ZICK,
2009; HUANG et al., 2018).

A PI3K possui uma subunidade regulatéria (p85) com dois dominios SH2, os quais
permitem sua ligacdo aos sitios fosforilados do IRS, ativando, assim, a subunidade catalitica
(p110) que consequentemente estimula uma proteina serina/treonina quinase (AKT) (CZECH,
2017; HUANG et al., 2018). Esta proteina estimula a captacdo de glicose por meio da
translocacao dos transportadores de glicose (GLUT, do inglés, glucose transporter), que por
sua vez favorecem a entrada de glicose nas células (HOLMAN, 2018; HUANG et al., 2018).
O tipo do GLUT que sofrera translocacdo para a membrana varia de acordo com o tecido.
Desta forma, enquanto no tecido adiposo, no cora¢do e no musculo estriado o transportador
atuante € o GLUT4, no figado e no pancreas o responsavel pela captacdo de glicose é o
GLUT2 (HOLMAN, 2018).
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Figura 4 - Regulacdo do metabolismo da glicose.
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Legenda: A insulina estimula a utilizagdo e o armazenamento de glicose como
glicogénio e ainda inibe a sintese dessa hexose. Este horménio estimula a
expressdo de genes da via glicolitica (quinases), enquanto inibe aqueles que
codificam enzimas da via da gliconeogénese (PEPCK e fosfatases). A insulina
também estimula a sintese de glicogénio através da inibicdo da GSK3 e da
proteina fosfatse 1.

Fonte: Adaptado de (CAVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

A insulina promove o armazenamento de glicose na forma de glicogénio, ativando a
via da glicogénese, no tecido muscular e hepatico, gracas a acdo da enzima glicogénio sintase
que € inativada quando fosforilada pela glicogénio sintase quinase 3 (GSK3) enquanto que,
paralelamente, a proteina quinase 1 é ativada pela insulina, resultando na producdo de
glicogénio (Figura 4) (CROSS et al., 1995; HUANG et al., 2018; SALTIEL; KAHN, 2001).
Este hormo6nio anabodlico inibe ainda a expressdo de fosfoenolpiruvato carboxiquinase
(PEPCK), enzima chave no controle da gliconeogénese hepatica, além de diminuir a
transcricdo de genes codificantes da frutose-1,6-bifosfatase e da glicose 6 fosfatase e de
aumentar a transcricdio de genes de enzimas glicoliticas (HUANG et al., 2018;
SUTHERLAND, 1996). As vias de sinalizacdo que regulam a transcricdo desses genes
envolvem a proteina AKT e o fator de transcri¢do forkheade (FoxO) (HUANG et al., 2018).

Desta forma, nota-se a importancia da acdo molecular da insulina no metabolismo da
glicose, uma vez que estdo associados aos mecanismos moleculares envolvidos na obesidade,
tendo em vista que a mesma desempenha um papel central e aumenta a probabilidade de
ocorréncia de RI (KOTRONEN; YKI-JARVINEN, 2008; TOLMAN et al., 2004).

A RI é definida como uma resposta diminuida as acdes bioldgicas deste horménio,
podendo ocasionar hiperinsulinemia, influenciando ndo s6 o metabolismo de carboidratos,
como também o metabolismo de lipideos (CZECH, 2017). No que concerne ao metabolismo
de lipideos, quando a deposicdo de TG ocorre de forma superior a B-oxidacdo, ocorre a

hipertrofia adipocitica. Este fendmeno de expansibilidade favorece o quadro de inflamacéo
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desencadeado pelo fator de transcricio NFkB, o que pode acarretar alteracdo na via de
sinalizacdo da insulina, impedindo a ligacdo deste hormonio ao seu receptor, afetando a
fosforilacdo da subunidade AKT ou da subunidade IRS, diminuindo a expressdo membranar
do GLUT. As alteracbes na cascata de sinalizacdo de insulina promovem a RI, com
consequente hiperinsulinemia e hiperglicemia (Figura 5) (BUGIANESI et al., 2010). Cabe
ressaltar que a RI pode acometer diversos oOrgdos, como o figado, aumentando a
gliconeogénese e a glicogenolise, podendo favorecer a progressao da DHGNA por induzir o
estresse oxidativo e a inflamag&o hepéatica (BUGIANESI et al., 2010).

Figura 5 - Mecanismos que promovem a resisténcia a insulina.
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1.1.3 Doenca hepética gordurosa ndo alcodlica

A DHGNA é definida como uma condicéo clinico-patolégica relacionada a infiltragdo
de lipideos, principalmente TG, no citoplasma dos hepatdcitos de individuos que ndo ingerem
alcool de forma excessiva. Esta doenca vem apresentando relevancia cientifica, gracas a
maior ocorréncia de nimero de casos a nivel mundial (LOMAN et al., 2018).

De acordo com a World Gastroenterolgy Organization, a prevaléncia de DHGNA
acomete entre 40 e 90% da populacio mundial com obesidade (WORLD
GASTROENTEROLOGY ORGANISATION, 2012). No Brasil, os dados sobre a prevaléncia
da DHGNA na populacédo ainda sdo parcialmente negligenciados devido aos poucos estudos
originais no pais. Alguns trabalhos avaliaram a presenca de esteatose hepatica, utilizando o
método classico de diagndstico: a ultrassonografia. Um estudo na Bahia observou critérios
compativeis para o diagnostico de DHGNA em 65,4% dos pacientes (n=185),
preferencialmente no género masculino (56,2%) e com idade média de 56 anos (MATTEONI
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et al., 2011). Recentemente, Perazzo e colaboradores (2018) realizaram um estudo transversal
analisando dados do Estudo Longitudinal de Salde do Adulto (ELSA), objetivando
desenvolver um algoritmo ndo invasivo para o diagndstico de esteatose hepatica. Os autores
inferem que testes ndo invasivos podem ser usados na selecdo de individuos para triagem de
fibrose hepatica relacionada a DHGNA ou para o encaminhamento da modificacdo de habitos
de vida (PERAZZO et al., 2018). Vale ressaltar que esta doenca €, na maioria dos casos,
assintomatica, o que pode contribuir para a ndo identificacdo precoce da mesma.

A DHGNA inclui um amplo espectro de anormalidades hepaticas, dentre as quais
destaca-se a esteatose hepética, caracterizada pelo acimulo superior a 5% de TG nos
hepatocitos. A esteatose é o evento inicial desta doenca, sendo classificada em trés estagios:
leve, quando o acimulo de TG acomete de 0 a 33% dos hepatdcitos; moderada com deposicao
de TG entre 34 a 66%; e grave quando o acumulo é superior a 66%. A esteatose pode
progredir para sua forma mais grave, a esteato-hepatite nao alcodlica (NASH, do inglés non-
alcoholic steatohepatitis), com potencial evolugdo para fibrose, cirrose e suas consequentes
complicacdes como o hepatocarcinoma, havendo piora na qualidade de vida do individuo.
Apesar da alta prevaléncia a progressdo da DHGNA € lenta e apenas 5 a 10% evoluem para
NASH (Figura 6) (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018; BUZZETTI; PINZANI,
TSOCHATZIS, 2016).

Figura 6 - Progressdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica.
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Legenda: Progressdo da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica. DHGNA, doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica; NASH, esteato-hepatite ndo alcoolica; HCC,
hepatocarcinoma; (% prevaléncia/incidéncia). O termo DHGNA engloba um amplo
espectro de condigdes, desde o simples acimulo de gordura (figado gorduroso ou
esteatose) até esteato-hepatite (NASH), fibrose e cirrose, com suas consequéncias
clinicas. Apesar da alta prevaléncia de DHGNA na populacéo geral, a grande maioria
dos pacientes apresenta esteatose simples, que ndo estd associada a sobrevida
comprometida. Fonte: Adaptado de (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016).
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O mecanismo para o desenvolvimento e a progressdo da DHGNA é complexo e
multifatorial. A hipotese de two hits foi um dos mecanismos descritos que desencadeou a
associacdo de eventos que favorecem o acUmulo hepatico de lipideos. De acordo com a
mesma, este acimulo ocorre devido ao estilo de vida sedentério, a HFD, a obesidade e a Rl
gque atuam como o primeiro hit, sensibilizando o figado para os demais insultos, que
caracteriza o segundo hit. O segundo hit, por sua vez ativa cascatas relacionadas a inflamacéo
e a fibrogénese (PEVERILL; POWELL; SKOIEN, 2014). No entanto, tornou-se rapidamente
evidente que essa visdo € limitada devido a complexidade da DHGNA. Assim, comegaram a
surgir evidéncias de que multiplos fatores atuam sinergicamente em individuos geneticamente
predispostos, corroborando para o desenvolvimento e a progressdo da doenca.
Consequentemente, uma hipotese de multiplos hits substituiu a hipdtese de dois hits para a
progressdo da DHGNA. Assim, uma série de fatores complexos estdo envolvidos na
progressdo da DHGNA, como: RI, obesidade e alteracbes no perfil microbiano intestinal.
Estes fatores possuem uma intima relacdo com fatores ambientais, como 0s habitos
alimentares e os fatores genéticos (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016; POLYZOS
etal., 2012).

A RI tem sido relatada como etapa crucial para o desenvolvimento e a progresséo da
DHGNA. Sabe-se que a Rl pode promover maior influxo de AGL para o figado, uma vez que
estd associada a DNL e a maior lipélise no TA, podendo exceder a capacidade de depuragédo
lipidica (oxidacdo) ou a capacidade de exportacdo de TG hepatico. O importante papel
desempenhado pela insulina é parcialmente explicado pela sua capacidade de estimular genes
lipogénicos (BRADBURY; BERK, 2004; BUGIANESI et al., 2010).

A sintese e a oxidacdo hepatica de lipideos sofrem acdo da enzima 5'-monofosfato-
adenosina proteina quinase (AMPK, do inglés AMP-activated protein kinase), uma proteina
que possui um amplo espectro de acgdes bioldgicas. A fosforilacdo de AMPK reduz a
expressdo de SREBPI1c e inativa enzimas envolvidas na lipogénese como a acetil co-A
carboxilase (ACC) e a &cido graxo sintase (FAS, do inglés fatty acid synthase), inibindo assim
aviada DNL (SRIVASTAVA et al., 2012).

A SREBPI1c (do inglés, sterol regulatory element-binding proteins), um fator de
transcricdo que atua na regulacdo homeostatica de lipideos celular, modula a ativacdo de
proteinas envolvidas na sintese de AG, como a ACC. Esta coenzima deve ser exportada da
mitocdndria como citrato, sendo novamente convertida em acetil co-A (HORTON;
GOLDSTEIN; BROWN, 2002; MOUNIER; BOURAOUI; RASSART, 2014; POSTIC;

GIRARD, 2008). Ja no citoplasma, a conversdo de acetil co-A em malonil co-A é realizada
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pela enzima ACC, sendo este uma importante fonte de carbonos para sintese de AG. Os
carbonos sdo unidos e reduzidos pela acdo da FAS, também regulada pelo SREBPIc,
formando palmitato, o principal produto da DNL, levando a formacdo de AG. O AG pode ser
convertido a TG, se ligado a uma molécula de glicerol. O TG entdo formado pode ser
excretado do figado para a circulacdo na forma de VLDL (do inglés, very low density
lipoprotein) ou ser oxidado pela mitocéndria para gerar energia (Figura 7) (LEAVENS;
BIRNBAUM, 2011).

Figura 7 - Esquema simplificado da sintese de acidos graxos, da sintese de colesterol e da
excrecdo de colesterol pela via biliar no figado.
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Legenda: Setas tracejadas indicam modulacédo de proteinas em fatores de transcricdo ou em enzimas, bem como
a acdo de enzimas nas vias da lipogénese de novo e na sintese de colesterol. Proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), proteina de ligagdo ao elemento de regulagdo dos esterdis (SREBP-1c) proteina acetil CoA carboxilase
(ACC), proteina acido graxo sintase (FAS). Transportadores da sub-familia G (ABCG5 e ABCG8), enzima 3-
hidroxi-3-methilglutaril coenzima A redutase (HMG CoA-R).

Fonte: Adaptado de (POSTIC; GIRARD, 2008).

Em quadros de RI ja foi relatado modulacdo negativa do IRS-2, que atua como
regulador de SREBP1c. Assim, se ha menor expressao deste receptor, ha superexpressdo de
SREBP1c, e a DNL estd maximizada (SCHREUDER et al., 2008; STEFAN; KANTARTZIS;
HARING, 2008).

A sintese e a excrecdo de colesterol constituem outro ponto importante do

metabolismo hepatico de lipideo, haja vista que o metabolismo desta molécula lipidica
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influencia sua concentracdo plasmaética e tecidual, que possui como ponto limitante a atuagdo
da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG CoA-R) (YAMANE;
KOBAYASHI-HATTORI; OISHI, 2011). A sintese de colesterol conta com uma via
composta por cinco etapas. Inicialmente ocorre a condensacdo de duas moléculas de acetil-
CoA, originando acetoacetil-CoA, que, por sua vez, reage com uma terceira molécula de
acetil-CoA, formando B-hidro-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Pela agdo enzimatica da
HMG CoA-R, ocorre reducdo da HMG-CoA em mevalonato (Figura 6) que sera
posteriormente modificado para formar colesterol (BROWN; GOLDSTEIN, 1997). A fim de
evitar o acimulo de colesterol hepatico, os transportadores da subfamilia G (ABCG5 e
ABCGS8), expressos nos hepatécitos e nos enterdcitos, atuam inibindo a absorcdo deste
lipideo, promovendo o efluxo de colesterol para a bile (Figura 7) (YU et al., 2014).

O acumulo hepéatico de lipideos é predominantemente constituido por TG e este
armazenamento pode ocorrer em concomitancia com a lipotoxicidade. O aumento dos niveis
de lipideo hepatico faz com que haja maior estimulo a B-oxidacao, gerando uma disfuncao na
cadeia respiratoria mitocondrial. Este evento metabdlico leva ao prejuizo na homeostase
lipidica, geragdo de metabolitos toxicos de lipideos e superproducdo de ROS. Assim,
demonstra-se uma relacdo entre aumento de AGL, DHGNA e estresse oxidativo
(BUGIANESI et al., 2010).

A fim de diminuir a reatividade destas especies e, portanto, reestabelecer o equilibrio
entre pré-oxidantes e antioxidantes, o organismo humano se contrapde ao desequilibrio
através do sistema de defesa antioxidante. Este sistema consiste em uma série de mecanismos
que envolvem compostos com capacidade antioxidante, sejam eles enddgenos (enzimas) ou
exogenos (fonte dietética), que reagem com as ROS, neutralizando-as. O sistema de defesa
antioxidante enzimatico inclui superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx),
catalase (CAT), entre outras. A SOD constitui a primeira linha de defesa antioxidante e o
maior sistema de defesa do organismo contra o anion superéxido por catalisar a dismutacéo
do anion superoxido (*O2-) em oxigénio (O2) e perdxido de hidrogénio (H202) (KURUTAS,
2016; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004). O H20, formado pela dismuta¢do do *O»- é convertido
em agua (H20) e O, pela CAT, uma enzima antioxidante localizada em peroxissomos
celulares. Além da CAT, a GPx também remove H»>O. por acoplar sua redugdo com a
oxidacgéo da glutationa reduzida (GSH) (Figura 8) (KURUTAS, 2016).
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Figura 8 - Mecanismo de geragdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio a
artir da molécula de oxigénio e atuacdo de enzimas antioxidantes.
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Legenda: Redugdo do oxigénio, na presenca de um elétron livre, gerando anion superéxido (*Oy),
peréxido de hidrogénio (H20,) e radical hidroxila (OH®). Atuacdo de enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Além da importancia
da oxido nitrico sintase (NOS) no processo de formag&o do peroxinitrito (ONOO?®).

Fonte: O autor, 2015.

1.1.4 Microbiota intestinal

O termo microbiota se refere a identificacdo taxonémica dos microrganismos em um
ambiente. A comunidade de microrganismos que reside no intestino é denominada microbiota
intestinal (MARCHESI; RAVEL, 2015; WHITESIDE et al., 2015). A microbiota intestinal é
passivel de sofrer modificacbes ao longo do tempo, haja vista que fatores genéticos e
ambientais sdo capazes de modular os microrganismos colonizadores do intestino
(BOULANGE et al., 2016; FASANO, 2017). Dentre os fatores ambientais, a alimentagéo
atrelada a qualidade da dieta, principalmente as hiperlipidicas, tem sido descrita como um dos
principais promotores de alteracbes na comunidade microbiana em conjunto com 0 aumento
da permeabilidade intestinal (DANIEL et al., 2014; MOREIRA et al., 2012). A alteracdo tanto
na comunidade microbiana quanto na integridade intestinal vem sendo relacionada como
causa ou consequéncia de diversas DCNTs, como obesidade, DHGNA, diabetes e outras
(BOULANGE et al., 2016; FASANO, 2017; VELAZQUEZ et al., 2019).
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No que concerne a obesidade e suas alteracGes metabdlicas, é sugerido a inibicdo da
via da AMPK, que regula o metabolismo energético celular no tecido adiposo e no figado,
estando associada a menor -oxidacado e ao aumento da esteatose hepatica (HUR et al., 2015;
SMITH et al., 2016). Além disso, a microbiota intestinal alterada pode suprimir o fator
adiposo induzido pelo jejum (FIAF, do inglés fasting induced adipose factor), promovendo
aumento da atividade da lipoproteina lipase (LPL, do inglés lipoprotein lipase) favorecendo o
maior acimulo de TG nos adipdcitos e nos hepatécitos (BACKHED et al., 2004; PASCALE
et al., 2018).

Ademais, a microbiota intestinal possui uma interacdo bidirecional com o figado, eixo
intestino-figado (TRIPATHI et al., 2018). Essa interacdo é estabelecida pela veia porta, que
permite o transporte de produtos derivados do intestino diretamente para o figado, e secrecdo
de bile e de anticorpos para o intestino (ALBILLOS; DE GOTTARDI; RESCIGNO, 2020). O
figado recebe cerca de 70% do fluxo de sangue oriundo do intestino e a interface entre esses
dois érgdos ¢ feita pela barreira intestinal, constituida por células epiteliais responsaveis por
manter a homeostase do intestino (ALBILLOS; DE GOTTARDI; RESCIGNO, 2020;
COMPARE et al., 2012).

O consumo em excesso de lipideos tem sido relacionado ao aumento da
permeabilidade intestinal, favorecendo, assim, a translocagdo de lipopolissacarideo (LPS),
endotoxina produzida por bactérias gram negativas, para a circulacdo. Ao atingir a circulacéo,
fendmeno denominado como endotoxemia metabdlica, o LPS se infiltra em tecidos como o
figado ou tecido adiposo, desencadeando resposta imune inata (CANI et al., 2007; GHETTI et
al., 2018). Um dos mecanismos descritos ¢ a formacdo de um complexo, gracas ao
acoplamento do LPS a proteina de ligacdo ao LPS no plasma (LBP, do inglés LPS binding
protein), que ativa a proteina receptora CD14 (do inglés, cluster of differentiation 14),
localizada na membrana plasmatica dos macréfagos, que no figado denomina-se células de
kupffer (DUSEJA; CHAWLA, 2014; JI et al., 2019). As células de kupffer, presentes no
sinusoides hepaticos, expressam receptores Toll-like 4 (TLR4, do inglés, toll like receptors 4)
que sdo ativados pelo complexo LPS-LBP, acionando sinais de transducdo favorecendo a
ativacdo de fatores de transcricdo envolvidos na resposta inflamatdria, como o NFkB
(DUSEJA; CHAWLA, 2014; GHETTI et al., 2018; MOREIRA et al., 2012). A via deste fator
de transcrigdo esté associada ao aumento da circulagdo de citocinas pro-inflamatorias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés tumor necrosis fator alpha) e a interleucina 6
(IL-6, do inglés interleukin 6) (Figura 9) (MORAIS et al., 2016). Esta cascata de eventos

metabdlicos, que associam o0 aumento da permeabilidade intestinal com a inflamacéo
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hepética, pode favorecer ainda a ativacdo de células estreladas que deixam de exercer sua
principal funcdo, armazenamento de vitamina A, para sintetizar colageno tipo | e Ill
(caracteristica de miofibroblasto), favorecendo a fibrose hepatica (JI et al., 2019; MENCIN;
KLUWE; SCHWABE, 2009).

Figura 9 - Esquema simplificado do impacto do consumo de
dieta hiperlipidica na microbiota intestinal.

” Dieta Hiperlipidica (SFA) o,

Legenda: Impacto do consumo de dieta hiperlipidica na microbiota intestinal.
SFA (saturated fat acids); LPS (lipopolissacarideo), LBP, CD14.
Fonte: Adaptado de (MORAIS et al., 2016).

A somatizacdo dos desfechos que acometem as alteragfes na microbiota e nos
parametros metabolicos pode promover uma falha na cascata de sinalizacdo de insulina,
levando a resisténcia a acdo deste horménio, sendo este mais um fator que corrobora para a
participagdo da microbiota, mesmo que indiretamente, na patogénese da obesidade e de
comorbidades associadas, como a DHGNA (BOULANGE et al., 2016; MOREIRA et al.,
2012).

Além de promover endotoxemia metabdlica, ocasionada por um aumento na
permeabilidade intestinal, o consumo de HFD tem sido relacionada a alteragfes no perfil
microbiano intestinal (CANI et al., 2007; MOREIRA et al., 2012). A HFD promove uma
diminuicdo de Bacteroidetes e um aumento em Firmicutes e Proteobacteria
(HILDEBRANDT et al., 2009; ZHANG et al., 2012). Adicionalmente, o aumento do
percentual de adiposidade corporal ja foi associado negativamente a abundancia de
Akkermansia sp. (filo Verrucomicrobia) e positivamente a abundancia relativa de
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Lactoococcus de filo Firmicutes e ao género Allobaculum (filo Bacteroidetes) (EVERARD et
al., 2013).

As bactérias intestinais sdo capazes de fermentar carboidratos ndo digeriveis oriundos
da dieta, gerando metabdlitos como os acidos graxos de cadeia curta (SCFA, do inglés short
chain fatty acid) (DEN BESTEN et al., 2013). Dentre os SCFA, destacam-se 0 acetato e 0
propionato produzidos, sobretudo, pelo filo Bacteroidetes, além do butirato produzido pelo
filo Firmicutes (BAOTHMAN et al., 2016). Estudos que descreveram 0s mecanismos
moleculares dos SCFA enfatizam sua ligacdo aos receptores acoplados a proteina G (Gpr, do
inglés G-protein coupled receptor), também conhecidos como receptores de &cidos graxo
(FFAR, do inglés free fatty acid receptor), tais como Gprdl (FFAR3), preferencialmente
ativado pelo acetato e Gpr43 (FFAR2), principalmente ativado pelo butirato, sendo este
receptor ja associado a ativacdo de peptideo-1 do tipo glucagon (GLP-1 do inglés, glucagon
like pepitide), incretina sintetizada no intestino que possui como principais funcgdes: estimular
a secrecdo de insulina, suprimir a liberacdo do glucagon, retardar o esvaziamento gastrico,
melhorar a sensibilidade a insulina (BAGGIO; DRUCKER, 2007; DRUCKER; NAUCK,
2006; GERARD, 2016; KASUBUCHI et al., 2015).

Desta forma, evidencia-se a importancia da alimentacéo, tanto pelo consumo de dietas
hiperlipidicas quanto pelo consumo de carboidratos ndo digeriveis, como promotora da
regulacdo ou da desregulacdo da homeostase intestinal através de modulacdo da microbiota
intestinal, o que influenciara diretamente nos metabolitos gerados por bactérias colonizadoras

do intestino.

1.2 Papel da nutrigdo no controle e no tratamento da obesidade e comorbidades

A importancia da nutricdo para o controle e o tratamento de doencas crbnicas é bem
difundida academicamente (OMS, 2015). A dieta ocidental, caracterizada pelo excesso de
alguns nutrientes especificos, como gordura saturada ou carboidratos simples, e pela alta
densidade energética, tem sido associada ao desenvolvimento da RI, obesidade, doencas
cardiovasculares e doencas do sistema imune, além de estarem associados com estresse
oxidativo e com o aumento de biomarcadores inflamatérios, mesmo em individuos saudaveis
(EGGER; DIXON, 2014; LOPEZ-ALARCON et al., 2014; MANZEL et al., 2014). Assim,
tendo em vista que a alimentacdo € um fator ambiental ao qual o ser humano é exposto

diariamente, novas estratégias nutricionais vém sendo investigadas a fim de controlar ou tratar
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a obesidade, sendo estas proporcionais ao aumento do conhecimento acerca dos mecanismos
de acdo exercidos por nutrientes (KONINGS et al., 2014; MOST et al., 2014).

Desta forma, o tipo e a qualidade dos alimentos ingeridos sdo de extrema importancia,
ndo apenas pelo seu valor nutricional, mas também pela capacidade de seus nutrientes e CBAs
em interagirem com o genoma. A indicagcdo de uma alimentacdo diversificada em frutas,
legumes e verduras atualmente vai além dos micronutrientes essenciais como as vitaminas e
0s minerais que sdo encontrados nestes alimentos. Os compostos bioativos, presentes nestes,
ganham cada vez mais destaque na literatura, por meio de seus promissores efeitos benéficos
a saude (MANGANARIS et al., 2014; SHI et al., 2017).

A identificacdo de que os CBAs sdo capazes de atuar como moduladores de vias de
sinalizacdo através da expressao de genes vem sendo cada vez mais investigada. Diversos
trabalhos cientificos evidenciam o importante papel da atuacdo dos CBAs, principalmente 0s
compostos fendlicos, como ativadores ou supressores de vias metabdlicas envolvidas na
génese da obesidade, DM, HAS, DHGNA, dentre outras DCNTs (DE OLIVEIRA et al.,
2015; ZHAO et al., 2017).

Dentre os compostos fendlicos estudados, Moon e colaboradores (2013) evidenciaram
que o tratamento com um extrato rico em quercetina, obtido da casca da cebola, promoveu
reducdo do acumulo lipidico e do conteido de TG nas células 3T3-L1, e reducdo do peso
corporal em ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Esses efeitos foram parcialmente
atribuidos a regulacdo da expressdo de mRNAs de genes envolvidos em vias metabolicas,
como a adipogénese, lipolise, B-oxidacdo e termogénese em adipécitos e tecido adiposo
(MOON et al., 2013).

Um extrato obtido da alface roxa foi capaz de melhorar o metabolismo da glicose,
demonstrando efeito antidiabético, além de atenuar o acimulo lipidico hepatico em modelo
experimental de obesidade (linhagem C57BL6) induzida por dieta hiperlipidica (CHENG et
al., 2014). Utilizando o mesmo modelo animal, Baldwin e colaboradores (2016)
demonstraram que os compostos fendlicos presentes no extrato da uva diminuiram o
percentual de gordura, melhoraram a tolerancia a glicose, a deposicdo de TG hepatico,
diminuiram a expressdo de proteina C reativa, demonstrando que os fendlicos do extrato
utilizado podem atenuar alteragcGes metabolicas oriundas do consumo de HFD (BALDWIN et
al., 2016).

O consumo de compostos fenolicos presentes em diferentes matrizes alimentares como
cranberry (ANHE et al., 2015), canarium album (ZHANG et al., 2018), ervilha (FORGIE et
al., 2019), uva (COLLINS et al., 2016), framboesa preta (GU et al., 2019) e, até mesmo,
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compostos fendlicos isolados como o resveratrol (YIN et al., 2020) podem atuar na
microbiota intestinal, demonstrando que parte dos efeitos benéficos locais e sistémicos
observados séo atribuidos a restauracdo da comunidade microbiana e da integridade intestinal
em modelos de obesidade induzida por dieta. A relacdo Firmicutes/Bacteroidetes é um dos
principais indicios dos efeitos benéficos apresentados, possivelmente por serem os filos de
maior predominancia no intestino (RINNINELLA et al., 2019). De maneira geral, os estudos
que observaram menor razdo Firmicutes/Bacteroidetes encontraram melhora na sensibilidade
a insulina, menor adiposidade, diminuicdo de concentracdes séricas de citocinas inflamatorias
e atenuacio da esteatose hepatica qualitativamente ou quantitativamente (ANHE et al., 2018;
ROOPCHAND et al.,, 2015). Adicionalmente, estudos que utilizam o sequenciamento
permitem avaliar a maior ou menor abundancia relativa de algumas familias ou géneros de
filos, possibilitando ampliacdo do conhecimento acerca da influéncia dos fendlicos na
comunidade microbiana e seus desfechos metabolicos (JANDHYALA et al., 2015). Desta
forma, cabe a ressalva de que apesar, da maioria dos estudos evidenciarem a menor razao
Firmicutes/Bacteroidetes, nem todos os membros do filo Fimicutes parece conferir um efeito
maléfico ao hospedeiro, como no caso da familia Lachnospiraceae que tem sido associada a
maior producdo de butirato, embora mais estudos sejam necessarios para elucidar o papel de
membros do filo Firmicutes (VACCA et al., 2020).

Ainda no que concerne ao efeito dos compostos fendlicos sobre a comunidade
microbiana, outros filos como o Verrucomicrobia vém sendo cada vez mais investigados
devido a maior abundéancia relativa de Akkermansia muciniphila, bactéria gram-negativa,
degradadora de muco que ja foi associada, por exemplo, a reducdo da aterosclerose e a
melhora da hipertrigliceridemia, em camundongos Apoe” (MATZIOURIDOU et al., 2016).

Sdo vastos os efeitos benéficos atribuidos ao consumo dos compostos fenolicos.
Contudo, os trabalhos recentes tém atribuido estes efeitos, ndo somente as suas formas
intactas encontradas no alimento, mas especialmente aos seus metabolitos formados ao longo
do processo de digestdo (AURA, 2008; SELMA et al., 2018; TOMAS-BARBERAN et al.,
2017). Assim, estudos tém investigado a influéncia do trato gastrointestinal, mais
especificamente da microbiota col6nica, no metabolismo destes compostos. Os desfechos
sugerem uma extensa metabolizacdo col6nica gerando metabdlitos de baixo peso molecular,
que sdo entdo absorvidos e, assim, contribuem para o aumento da biodisponibilidade dos
compostos fendlicos (CARDONA et al., 2013; WILLIAMSON; CLIFFORD, 2010).
Metabolitos de antocianinas foram relatados como potencial estimulador da colonizagéo

intestinal por bactérias benéficas, principalmente Bifidobacterium spp (BOTO-ORDONEZ et
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al., 2014). As urolitinas, metabdlitos dos elagitaninos e do acido elagico, foram capazes de
diminuir o acimulo de TG e de aumentar a oxidacdo de &cidos graxos em linhagem de
adipocitos e de hepatocitos (KANG et al., 2016b), além de inibir ativacdo de vias
inflamatdrias como a do NFkB e do MAPK em cultura de células de fibroblasto do célon
(CCD18-Co) (GONZALEZ-SARRIAS et al., 2010). Cisneros-Zevallos e colaboradores
(2020) demonstraram que as urolitinas A e B atenuam de forma diferenciada o acimulo de
lipideos (urolitina A) e a inflamacdo (urolitinas A e B) em adip6citos maduros (linhagem
3T3-L1) (CISNEROS-ZEVALLOS; BANG; DELGADILLO-PUGA, 2020).

Desta forma, nota-se 0 qudo relevante o consumo de compostos fendlicos vem se
tornando, frente aos efeitos promissores que podem evidenciar o papel da nutricdo no controle
e no tratamento da obesidade (AURA, 2008).

1.3 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas que estdo envolvidos
na defesa contra adversidades do meio ambiente, tais como organismos patogénicos, raios
ultravioletas, precipitacfes pluviométricas, dentre outras. Sua presenca nos alimentos esta,
geralmente, relacionada a sua cor e aos atributos sensoriais de adstringéncia e amargor
(MANGANARIS et al.,, 2014). Quimicamente, estes compostos sdo definidos como
substancias que possuem o grupamento fenol, podendo ser encontrados um ou mais aneis
aromaticos com graus variaveis de hidroxilacdo (acréscimo ou substituicdo de hidroxila em
uma molécula), metilacdo (ligacdo ou substituicdo de um grupamento metila em outros
substratos) e glicosilacdo (adicdo de um ou mais carboidratos a outras moléculas) (FRAGA et
al., 2010). Cerca de 10.000 compostos ja foram identificados e, de acordo com sua estrutura
quimica, sdo classificados em flavonoides ou ndo flavonoides, e estes grupos podem, ainda,
ser divididos em subclasses (LI et al., 2014).

Os flavondides possuem estrutura quimica Cs-Cs-Cs, sendo constituido por dois anéis
aromaticos (A e B), ligados por uma cadeia de trés carbonos, normalmente, organizados com
um anel heterociclico oxigenado (anel C). As subclasses do grupo dos flavondides séo
divididas de acordo com o grau de oxidacdo do anel heterociclico, sendo os flavandis, as
flavanonas, as flavonas, os flavondis, as isoflavonas, e as antocianidinas os mais presentes nos
alimentos (Figura 10A) (FRAGA et al., 2010).
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Figura 10 -Estrutura quimica dos compostos fenoélicos.
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Legenda: A- férmulas estruturais da classe dos flavonoides e suas subclasses; B- férmulas
estruturais da classe dos ndo-flavonoides (a) tanino hidrolisavel; (b) tanino condensado; (C) &cido
fendlico; (d) estilbeno. Fonte: A- adaptado de: (DEL RIO et al., 2013); B- (a) (b) (BATTESTIN;
MATSUDA; MACEDO, 2004); (c) (ANGELO; JORGE, 2007); (d) (FRAGA et al., 2010).

Os 4acidos fenolicos sdo divididos em dois grupos principais derivados dos acidos
hidroxibenzoicos e derivados dos &cidos hidroxicindmicos (Figura 10 B). Os é&cidos
hidroxibenzoicos possuem sete atomos de carbono (Ce-C1) e sdo os fenolicos que possuem
estrutura quimica mais simples. Podem ser encontrados em alimentos como cebola e frutas
vermelhas. S8o exemplos desta subclasse de compostos fendlicos, o &cido galico e o elagico.
Os acidos hidroxicindmicos possuem nove atomos de carbono (Cs-C3) e sdo exemplos desta
subclasse, os &cidos cafeico, p-cumarico e clorogénico (KUMAR; GOEL, 2019).

Os estilbenos possuem uma estrutura comum Cs-C2-Cs, que consiste em dois anéis
aromaticos ligados através de uma ponte de dois atomos de carbono com uma ligacdo dupla
(Figura 10 B). O composto majoritario dessa familia € o resveratrol, que ocorre: i) em
configuracdes trans e cis; ii) como formas livres (agliconas) e glicosideos; e iii) como
mondmeros, oligdbmeros e polimeros (viniferina) (FRAGA et al., 2010).

A oligomerizacéo e a polimerizacéo dos flavonodides podem ocorrer em alguns casos, e
seus respectivos produtos sdo chamados de taninos que podem ser fracionados ou ndo por
hidrolise (KHANBABAEE; REE, 2001). Taninos hidrolisaveis sdo polimeros que, ao
sofrerem hidrolise, originam os seguintes componentes: um ndcleo central constituido por um
poliol (um acucar ou um flavonoide, como a catequina) e um acido fendlico carboxilico que
esterifica parcial ou totalmente a molécula nuclear. Estes taninos sdo classificados de acordo
com os éacidos fendlicos carboxilicos presentes, os quais podem ser o &cido géalico
(galotaninos) ou o &cido elagico (elagitaninos) (Figura 10 B) (FRAGA et al., 2010). Os
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taninos que resistem a hidrdlise e apresentam solubilidade em solventes organicos sao
chamados de proantocianidinas oligoméricas e poliméricas ndo hidrolisaveis, sendo
classificados como taninos condensados (KHANBABAEE; REE, 2001). Suas estruturas
quimicas sdo definidas ndo apenas pelo tipo de monémero, mas também pelo tipo de ligagdo
entre eles (Figura 10 B) (FRAGA et al., 2010).

Estes compostos podem estar presentes nos alimentos nas formas soltvel e insolavel,
0s quais estdo ligados covalentemente a componentes da parede celular da planta. Ao se
realizar hidrélise (&cida ou alcalina) ha liberacdo desses compostos fenolicos da matriz
alimentar. A hidrolise acida rompe principalmente ligacGes glicosidicas e solubiliza os
acucares. A hidrolise alcalina rompe as ligagOes éster de compostos fendlicos conjugados a
constituintes da parede celular, como o0s polissacarideos (ACOSTA-ESTRADA,;
GUTIERREZ-URIBE; SERNA-SALDIVAR, 2014).

1.4 Jabuticaba

A jabuticabeira (Myrciaria sp.) € uma arvore nativa da mata atlantica, pertencente a
familia Myrtaceae e ao género Myrciaria. Ela é originaria do Centro, Sul e Sudeste do Brasil,
sendo encontrada também em outros paises da América Latina e da América Central.
Somente trés espécies sdo naturalmente encontradas no Brasil: Myrciaria trunciflora (Berg)
Mattos (jabuticaba-de-cabinho); Myrciaria cauliflora (DC.) Berg (jabuticaba-paulista,
ponhema ou assu) e Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg (jabuticaba-sabard), sendo esta a mais
cultivada e conhecida. A fruta da jabuticabeira, a jabuticaba amadurece em torno de 40 a 60
dias, possui de 2 a 3 cm de didmetro e de 1 a 4 sementes. Sua casca possui coloracao escura e
sua polpa apresenta cor branca (GURAK et al., 2014; WU et al., 2013). Esta fruta apresenta
grande potencial de comercializacdo, tanto pelo seu consumo in natura, quanto pelos seus
produtos (geleias, licor, dentre outros) (ALEZANDRO et al., 2013). No entanto, grande parte
da producdo da mesma é descartada, devido a elevada perecibilidade, o0 que prejudica a sua
comercializacdo (DE LIMA et al., 2008; WU et al., 2012).

A jabuticaba é uma das frutas nativas brasileiras que apresentam expressivas
quantidade de compostos fenodlicos. Diversos compostos fendlicos ja foram identificados na
jabuticaba, sendo as antocianinas responsaveis pela coloracdo da casca. Dentre as
antocianinas ja foram identificadas: peonidina, peonidina-3-O-glicosideo, piranocianina B,
cianidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo, sendo as duas Ultimas presentes em
maior teor. Adicionalmente, a jabuticaba é uma das frutas da familia Myrtaceae com maior
conteldo de elagitaninos e acido elagico (ALEZANDRO et al., 2013). Outros compostos
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fenolicos pertencentes a classe dos flavonoides, acidos fendlicos, galotaninos e elagitaninos
também foram identificados na fruta, sendo estes dois Ultimos encontrados em quantidades
consideraveis em relacdo a outras frutas da mesma familia (INADA et al., 2015; PIMENTA
INADA et al., 2020; WU et al., 2012, 2013). Os fenodlicos presentes na jabuticaba encontram-
se majoritariamente na casca e na semente desta fruta, partes comumente ndo consumidas
(INADA et al., 2015; PIMENTA INADA et al., 2020). Desta forma, a obtencdo de uma
farinha obtida a partir da casca e da semente da jabuticaba (JPSP, do inglés jabuticaba peel
and seed powder) pode contribuir para diminuicdo das perdas da fruta.

Adicionalmente a obtencdo de JPSP pode ser incorporada a preparacdes, visando o
enriguecimento das mesmas com compostos fendlicos. Em estudo piloto com humanos, Inada
e colaboradores (2019) utilizaram uma gelatina enriquecida com JPSP, a fim de investigar o
metabolismo de elagitaninos da jabuticaba em individuos com sobrepeso/obesos e eutréficos.
Os autores observaram grande inter-variabilidade no metabolismo de elagitaninos e na
excrecdo de urolitinas A, o que foi atribuido a possiveis diferengas na composicdo da
microbiota intestinal (INADA et al., 2019).

Dessa forma, a investigacao acerca do metabolismo de elagitaninos vem evidenciando
ndo sO a importancia da microbiota na formacéo de metabolitos, bem como demonstrando que
as urolitinas, principal classe de metabdlitos dos elagitaninos, podem exercer potencial efeito
benéfico na saude do hospedeiro (KUJAWSKA et al., 2020; SAVI et al., 2017). Isso porque
os elagitaninos apresentam baixa biodisponibilidade em relacdo aos seus metabolitos, por
serem compostos com alto peso molecular e polaridade relativamente alta, evidenciado pela
escassez de estudos que demonstram a presenca destes compostos no sangue ou na urina
(GARCIA-MUNOZ; VAILLANT, 2014).

Ao longo de sua passagem pelo trato gastrointestinal, os elagitaninos sofrem
modificacBes em sua estrutura tornando-a menos complexa. Quando expostos a &cidos ou
bases as ligacOes ésteres destes taninos s@o hidrolisadas e o acido hexahidroxidifénico se
rearranja em acido elagico. Ao chegar no intestino, o acido elagico e elagitaninos
remanescentes sdo metabolizados por bactérias que promovem uma série de desidroxilacdes,
ao longo de sua passagem pelo trato gastrointestinal, produzindo as urolitinas D, C, A e B,
respectivamente (LANDETE, 2011; LIPINSKA; KLEWICKA; SOJKA, 2014). As urolitinas
A e B sdo os principais metabolitos detectados no plasma e na urina, embora alguns derivados
de trihidroxi dibenzopiranona (hidroxiurolitina A) ou glucuronideo de éter dimetilico, também
tenham sido detectados em quantidades menores (TOMAS-BARBERAN; ESPIN; GARCIA-
CONESA, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Estratégias nutricionais vém sendo estabelecidas com propdsito de auxiliar o manejo
do tratamento da obesidade, com adocdo de diretrizes que estabelecem a inclusdo de
diferentes matrizes alimentares vegetais. A utilizacdo de JPSP, rica em compostos fendlicos,
pode apresentar um grande potencial preventivo/terapéutico, uma vez que diversos estudos
epidemioldgicos sugerem que o consumo destes compostos reduz a incidéncia de DCNTS.
Portanto, a incorporacdo de JPSP na dieta pode vir a auxiliar na redugdo de agravos
relacionados a obesidade induzida por uma dieta hiperlipidica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo de JPSP frente a modulagdo de marcadores metabdlicos e

a composicdo da microbiota intestinal em modelo de obesidade murino induzido por dieta

hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

f)

Avaliar a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba nos parametros de
ingestdo de racao e evolucdo ponderal dos animais;

Avaliar a producdo de metabdlitos urinarios do acido elagico apds o consumo
de farinha de jabuticaba;

Avaliar a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba em parametros
biogquimicos do metabolismo de carboidratos e de lipideos, e citocinas
inflamatorias;

Determinar a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba sobre o estresse

oxidativo hepatico;

Investigar a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba no remodelamento
hepaético;
Determinar a influéncia do consumo de farinha de jabuticaba na composi¢éo da

microbiota intestinal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Rac0des experimentais

As racdes utilizadas para realizacdo do experimento foram elaboradas pela empresa
Prag Solucbes Biociéncias Com. e Serv. Ltda, seguindo as recomendacdes para roedores
American Institute of Nutrition (AIN-93M) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A farinha
de jabuticaba (JPSP, do inglés jabuticaba peel and seed powder) foi obtida apds liofilizacdo e
moagem da casca e da semente da jabuticaba. A composicdo centesimal de JPSP esta disposta
na tabela 1. O conteddo de fibra das racbes experimentais foi ajustado para que todas
possuissem a mesma quantidade deste importante ingrediente que pode interferir na
digestibilidade de nutrientes e na biodisponibilidade de compostos bioativos (Tabela 2). Desta
forma, o teor de fibras encontrado na farinha de jabuticaba foi subtraido do teor de fibra das
racOes experimentais, conforme a quantidade de farinha a ser adicionada nas ragdes. Ademais,
o teor de amido de milho foi ajustado. Assim, as dietas hiperlipidicas foram balanceadas, a
fim de se atingir as necessidades nutricionais dos roedores, sendo isocaldricas e isoproteicas
(Tabela 3).

Tabela 1 - Composicédo centesimal da farinha da jabuticaba.

Componentes Teor expresso em base seca
Umidade (%) 75

Carboidrato (g/100 g) 65,1

Lipideos (g/100 g) 0,4

Proteina (g/100 g) 5,2

Cinzas (g/100 g) 4,8

Fibras totais (9/100 g) 24,5

Tabela 2 - Composicado das dietas ofertadas aos animais.

Ingredientes Grupos experimentais

(g/kg de dieta) Controle? HF! HF-J5 HF-J10 HF-J15
Amido de milho 465,7 232,7 245,0 257,2 269,5
Amido dextrinizado 155,0 115,0 115,0 115,0 115,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Caseina 140,0 175,0 175,0 175,0 175,0
Oleo de soja 40,0 40,0 40,0 40,0 40,0
Banha de porco 0,0 238,0 238,0 238,0 238,0
Celulose 50,0 50,0 37,8 25,5 13,3
Mineral 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Vitamina 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
JPSP 0,0 0,0 50,0 100,0 150,0
TOTAL 1000,0 1000,0 1050 1100 1150

Legenda: HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de
JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. 1Composicdo das dietas oferecida pela PRAG
Solugdes®.
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Tabela 3 - Distribuicdo de macronutrientes e de energia das dietas ofertadas aos animais.

Controle HF HF-J5 HF-J10 HF-J15
Proteina (g/kg de dieta) 140,0 175,0 175,0 175,0 175,0
Carboidrato (g/kg de dieta) 770,7 497,7 497,7 497,7 497,7
Lipideo (g/kg de dieta) 40,0 278,0 278,0 278,0 278,0
KJ/g 16,7 21,7 21,7 21,7 21,7

Legenda: HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP;
HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP; KJ - kilojoule.

4.2 Perfil de compostos fendlicos das ragdes experimentais

As racgdes adicionadas de JPSP foram trituradas e analisadas quanto ao perfil de
compostos fenolicos solUveis e insollveis. Para a analise de compostos fendlicos soluveis,
cerca de 1 g da amostra foi extraida com solucéo etanol:agua (80:20, v/v). Para a analise de
compostos fendlicos insollveis foi realizado hidrdlise alcalina e hidrdlise éacida, com
hidroxido de sddio a 10 M e acido cloridrico concentrado, respectivamente (INADA et al.,
2015).

ApOls a extracdo, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography), em cromatdgrafo da
marca Shimadzu, equipado com: duas bombas LC-20AD, desgaseificador (DGU-20A5),
detector com arranjo de diodos (SDP-MD20A), controlador (CBM-20A) e injetor automatico
(SIL-20AHT). Os dados foram obtidos pelo software LabSolutions (Shimadzu Corp., versao
5.82, 2015). A separacdo cromatografica dos compostos fendlicos (antocianinas e ndo
antocianinas) foi realizada em coluna de fase reversa (C18, 5 pum, 250 x 4,6 mm,
Phenomenex®). A fase mével foi constituida de &cido formico (0,3%) e acetonitrila (1%) em
agua milli-Q (eluente A), e acetonitrila (1%) em metanol (eluente B) para a separacdo dos
compostos fendlicos ndo antocianicos. Para a separacdo cromatografica das antocianinas, a
fase moével foi constituida de acido formico (1%) e acetonitrila (2%) em agua milli-Q (eluente
A), e acido formico (1%) e acetonitrila (2%) em metanol (eluente B). O fluxo utilizado para
ambas analises foi de 1 mL/min. Antes da injecdo para separacdo cromatografica dos
compostos ndo antocianicos, a coluna foi equilibrada com 18% B. Ap0s a injecdo da amostra,
a composicao do solvente mudou para 20% B em 1 min, 43% B em 18 min, 85% em 23 min e
mantida constante até 30 min. Entre as injecOes, intervalos de 10 min foram feitos para
reequilibrar a coluna com 18% de B. J& para andlise de antocianinas a composicdo do
solvente, foi mantida constante até 2 minutos, aumentou para 32% de B em 6 minutos e para

52% de B em 8 minutos e depois diminuiu para 18% de B em 18 minutos. Entre as injeces,



43

foram permitidos intervalos de 10 minutos para reequilibrar a coluna com 18% de B,
conforme descrito por Inada et al., 2015. Os compostos fendlicos foram monitorados por
DAD entre 190 e 550 nm.

A quantificagdo dos compostos fendlicos foi realizada por calibracéo externa a partir
da comparacdo dos tempos de retencdo obtidos nos cromatogramas das amostras com 0S
tempos de retencdo dos padrdes comerciais, juntamente com a comparacdo de Seus
respectivos espectros de absorcdo. Os resultados foram expressos em mg do composto por kg

de dieta. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.3 Experimento in vivo

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica Para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ, N° CEUA 51/2016) (Anexo I).

Para este estudo foram utilizados 80 camundongos machos da linhagem C57BL/6. Os
animais foram adquiridos apés desmame (21 dias) no Biotério do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e
alocados no Biotério do Departamento de Farmacologia e Psicobiologia, UERJ. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com temperatura média de 23 °C (x
2 °C) e umidade de 60% (+ 10%) controlada. O ciclo de sono-vigilia foi de 12 h, com
presenca de luz a partir das 7:00 h da manha.

Aos 90 dias, fase adulta, os camundongos foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: controle e hiperlipidico, ingerindo durante nove semanas as seguintes dietas: grupo
controle (n = 16): animais que receberam dieta padrdo de manutencdo (AIN93-M) e grupo HF
(n = 64): animais que receberam dieta hiperlipidica (50% da energia oriunda de lipideos,
sendo 40% da energia em banha de porco e 10% em 6leo de soja).

Apbs a 9% semana de experimento, os animais do grupo HF foram subdivididos
formando trés novos grupos para que houvesse a intervencdo com JPSP durante quatro
semanas (Figura 11). Os grupos foram os seguintes:

a) Grupo HF-J5 (n = 16): animais que receberam dieta hiperlipidica acrescida
de 5% de JPSP.

b) Grupo HF-J10 (n = 16): animais que receberam dieta hiperlipidica acrescida
de 10% de JPSP.
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¢) Grupo HF-J15 (n = 16): animais que receberam dieta hiperlipidica acrescida
de 15% de JPSP.
Ao final do experimento in vivo, 0 projeto contou com cinco grupos experimentais, a
saber:
a) Grupo controle (n = 16)
b) Grupo HF (n = 16)
¢) Grupo HF-J5 (n = 16)
d) Grupo HF-J10 (n = 16)
e) Grupo HF-J15 (n = 16)

Figura 11 - Esquema do desenho experimental.
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Legenda: Desenho experimental do estudo. HF: animais que
receberam dieta hiperlipidica (50% da energia oriunda de
lipideos, sendo 40% da energia em banha de porco e 10% em
6leo de soja); HF-J5: animais que receberam dieta hiperlipidica
acrescida de 5% de JPSP; HF-J10: animais que receberam dieta
hiperlipidica acrescida de 10% de JPSP; HF-J15: animais que
receberam dieta hiperlipidica acrescida de 15% de JPSP.

4.3.1 Consumo de racdo, marcadores de consumo de compostos fendlicos e evolucdo

ponderal

A determinacdo do consumo alimentar e da massa corporal dos animais foram
mensurados em balanca analitica (Shimadzu® UX 4200H). A ingestdo alimentar dos animais
foi acompanhada a cada dois dias, e 0 consumo mensurado através da subtracdo do resto da
quantidade ofertada para cada grupo experimental. O consumo de energia foi calculado
levando em consideracdo o consumo médio de racdo em gramas e o0 valor energético das
racOes experimentais, conforme demonstrado na tabela 2. Os dados foram expressos em
Kilojoules (KJ). A determinacdo do consumo de compostos fendlicos foi realizada a partir do
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consumo de racdo em gramas, relacionando-o com o teor de compostos fendlicos totais
ofertado nas ragdes experimentais, sendo 0s valores expressos em mg por dia por animal. A
massa corpdrea foi avaliada semanalmente.

A excrecdo de metabdlitos urinarios de compostos fendlicos foi avaliada como um
marcador de consumo da JPSP e colaboracdo com o pesquisador Francisco A. Tomas-
Barberan (CEBAS-CSIC, Murcia, Espanha). As amostras de urina foram coletadas em pool
de aproximadamente 5 animais por grupo, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.
Antes da analise, as amostras foram reconstituidas com agua Milli-Q, agitadas em vortex,
centrifugadas a 14.324g por 10 min a 10°C (Sigma 1-16 K, Sigma Laborzentrifugen, Osterode
e Harz, alemao) e filtradas através de um filtro PVDF de 0,22 pm (Millipore).

Os compostos foram analisados por HPLC-DAD-MS, conforme descrito por Inada et
al., 2019. O sistema de cromatografia liquida incluiu um HPLC Agilent 1200, equipado com
um detector de arranjo de diodos, e um espectrometro de massas quadrupolo (6120
Quadrupole, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). A separacdo cromatografica dos
metabdlitos foi realizada usando coluna Poroshell 120 EC-C18 (2,7 um, 100 mm X 3 mm,
Agilent Technologies) acoplada a um forno a 25 °C. A fase mével consistiu em um gradiente
de &cido formico aquoso a 0,5% (eluente A) e acetonitrila (eluente B), com fluxo de 0,5
mL/min. Antes da injecdo, a coluna foi equilibrada com 5% do eluente B. Apds a injecdo da
amostra, o eluente B aumentou para 18% aos 7 min, 28% aos 17 min, 50% aos 22 min e 90%
aos 27 min, que foi mantido até 28 min. As condigdes iniciais foram restabelecidas aos 29
min e mantidas em condic@es isocraticas por até 33 min. Os parametros do espectrometro de
massas foram o modo de ionizacdo electrospray (ESI) usando nitrogénio como gas
nebulizador: tensdo capilar 3500 V; fluxo de gas de secagem 10 L/min; pressdo do
nebulizador 45 psi, temperatura de secagem 300°C. Os espectros de MS foram adquiridos no
modo de ionizacdo negativa e avaliados no modo de monitoramento seletivo de ions (SIM, do
inglés, selective ion monitoring). A identificacdo de todos os compostos foi realizada por suas
propriedades espectrais e massas moleculares. A confirmacdo dos metabolitos urinarios
derivados do &cido elagico, foi realizada por HPLC-MS/MS (ion trap). Apds a confirmacéo,
os metabdlitos foram detectados e quantificados por HPLC-DAD a 360 nm. Os resultados
foram expressos em milimol (mmol).

4.3.2 Teste oral e tolerncia a glicose e eutanasia

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) consiste na dosagem de glicemia basal a
cada 15 minutos, num periodo total de 2 horas apos ingestdo de solucéo glicosada. Na ultima
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semana do periodo experimental, apdés 6 h de jejum, com inicio as 06:30 da manhd, os
animais foram gavados com solucdo glicosada (0,25 g/mL). O volume de solugédo glicosada
administrada nos animais variou em funcdo do peso dos mesmos. As amostras de sangue
foram coletadas da extremidade da cauda do camundongo e a leitura realizada com o auxilio
de um medidor automatico (ACCU CHEC-Active, Roche®), baseado na reacdo glicose-
glicose oxidase. Os valores foram expressos em mg/dL.

Ao final de 13 semanas 0s animais foram anestesiados com pentobarbital de sédio
(thiopental, intraperitoneal, na dose de 60 mg/kg de massa corporal) para retirada de sangue,
em seringa heparinizada, por puncdo cardiaca. O sangue foi armazenado em tubo de coleta
heparinizado, centrifugado, e o plasma coletado, aliquotado e armazenado a -80°C até o
momento de sua utilizagdo. Uma incisdo foi realizada para retirada do figado, além do ceco
com contetdo fecal. O figado foi seccionado com parte fixado em formalina 10% e outra
parte congelada em nitrogénio liquido, assim como o ceco com conteudo fecal. Apds
congelamento em nitrogénio liquido, ambos os tecidos foram armazenados a -80°C até o

momento da realizagdo das analises.

4.3.3 Parametros bioguimicos do metabolismo de carboidratos e de lipideos, e citocinas

inflamatodrias

A avaliagdo dos pardmetros bioquimicos do metabolismo de carboidratos e de
lipideos, e de citocinas inflamatdrias foi realizada por kits comerciais, de acordo com
instrucdes do fabricante. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A homeostase da glicose foi determinada utilizando como parédmetros a glicemia de
jejum (mg/dL) e a concentracdo sérica de insulina (Insulin 1251 Ria Kit (MP Biomedicals®,
LLC, Orangeburg, NY)). O resultado foi expresso pg/mL. A RI foi calculada pelo indice de
HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance) através da formula
HOMA-IR= ((isulina de jejum (mU/mL) x glicemia de jejum (mg/dL))/405.

As concentracBes séricas de colesterol total, TG, lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-c), além das enzimas hepaticas AST e ALT foram determinados por ensaios
colorimétricos (Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil). A leitura foi realizada a 535 nm em
espectrofluorimetro (Hidex, Turku, Finland), sendo os resultados expressos em mg/dL.

As citocinas inflamatdrias interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a, do inglés, tumor necrosis factor alpha) foram investigadas por ensaios de ELISA (Mouse
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IL-6 ELISA Kit PicoKine™ Info At A Glance e Mouse TNF Alpha ELISA Kit PicoKine™ Info
At A Glance). O resultado de ambas as citocinas foi expresso pg/mL.

O LPS também foi avaliado por ensaio de ELISA (mouse lipopolysaccharides ELISA
- CUSABIO technology LLC, Houston, Texas, EUA), com o resultado expresso em EU/mL.

4.3.4 Marcadores de dano oxidativo

4.3.4.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico

Este método é utilizado para a avaliacdo do estado de oxidacdo dos acidos graxos em
sistemas biologicos. O dano em lipideos de membrana € determinado pela formacgdo de
subprodutos da peroxidacdo lipidica (malondialdeido-MDA), que sdo substancias reativas ao
aquecimento do &cido tiobarbitarico (TBA) formadas durante a peroxidacdo em sistemas de
membranas e microssomos. O MDA reage com o TBA gerando um produto colorido réseo.
Esta padronizacdo foi realizada utilizando a técnica descrita por DRAPER et al., 1993 e
adaptada para avaliacdo em figado.

Foram utilizados 200 ulL de homogenato de figado para 400 ulL de &cido
tricloroacético (TCA). As amostras foram centrifugadas por 10 min em 1000 rpm a 4°C.
Separou-se 500 pL do sobrenadante em um tubo de ensaio e adicionou 500 uL de TBA
(0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco (100 °C) por 30 minutos. Deixou-se
esfriar por 5 minutos e posteriormente foi feita a leitura a 532 nm em espectrofotbmetro

(Ultrospec 2100 Pro-Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).

4.3.4.2 Carbonilacdo de proteinas

Este método é utilizado para dosagem de oxidacdo de proteinas e se baseia no
principio de que varios radicais livres atacam residuos de proteinas como aminoacidos
(histidina, arginina, lisina e prolina) para gerar produtos com o grupo carbonil, o qual pode ser
medido através da reacdo com 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH). O contetdo de carbonil é
determinado usando um coeficiente 22.0000 Molar*em nmol/mg de proteinas (LEVINE et
al., 1990).

De forma sucinta, foram utilizados duas aliquotas de 100 pL do homogenato do tecido
hepético. Para cada uma das aliquotas, foram adicionados 500 pL de acido tricloroacético
(TCA) 10%. As amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 2000 rpm e temperatura de
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28°C, sendo o sobrenadante descartado. Uma parte das amostras (série A) foi incubada com
500 uL de DNPH e outra parte (série B) incubada com 500 uL de HCI 2 M por 10 minutos a
28°C. Em seguida, foram adicionados 500 pL de TCA 10% em ambas as séries de amostras e
as mesmas foram centrifugadas por 2 minutos a 2000 rpm, sendo o sobrenadante descartado.
Os pelletes foram entdo lavados com solucdo de etanol:acetato de etila (1:1; viv) e
centrifugados por 2 minutos a 2000 rpm e temperatura de 28°C. Ap6s descarte do
sobrenadante, as etapas de lavagem com solucdo de etanol:acetato de etila e subsequente
centrifugagdo foram repetidas mais duas vezes. Todas as amostras foram adicionadas de 1 mL
de guanidina 6 M, com posterior centrifugacdo a 5000 rpm por 3 minutos a 28°C. A leitura foi
realizada a 370 nm em espectrofotdmetro (Ultrospec 2100 Pro-Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK).

4.3.5 Atividade antioxidante enzimética

4.3.5.1 Atividade da catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a degradacdo do peréxido de hidrogénio
(H202), formando oxigénio molecular e agua. A atividade enzimatica foi avaliada pelo
consumo de H2O> feito pela enzima obtida do lisado das células, por espectrofotometria no
comprimento de onda de 240 nm (Ultrospec 2100 Pro - Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Uk). Foram utilizados 60 uL de amostra de homogenato de figado em
cubetas de quartzo separadas. As amostras foram incubadas com 2 mL de tampdo fosfato
(PBS) e H202 (0,16%). A concentracdo de H20O- foi avaliada durante 60 segundos (GREENE
etal., 1999).

4.3.5.2 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A GPx € uma enzima selénio-dependente, localizada tanto no citosol quanto na matriz
mitocondrial, que catalisa a reducéo do H>O> e hidroperdxidos organicos (ROOH) para H20 e
alcool, usando a glutationa (GSH) como doadora de elétrons (BURGOYNE et al., 2013). A
atividade da GPx foi medida em funcdo da taxa de decaimento da NADPH, por
espectrofotometria (FLOHE; GUNZLER, 1984).

Foram utilizados 20 uL de amostra de homogenato de figado em cubetas separadas.

Em cada cubeta, foi adicionado 1800 uL de tampdo fosfato (PBS), glutationa reduzida (GSH;
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2 mM), glutationa redutase (GR; 0,11 mg/mL), azida sodica (0,065 mg/mL). Cada cubeta foi
incubada por 10 minutos e, em seguida, foram adicionados 200 uL de NADPH (10 nM) e
novamente cada cubeta foi incubada por 3 minutos. Posterior a este tempo, foram pipetados
200 pL de peroxido de hidrogénio H202 e cada cubeta lida por 5 minutos a 340 nm (Ultrospec
2100 Pro - Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).

4.3.6 Concentracdo de triglicerideos e colesterol hepatico

O contetdo total de TG e colesterol hepéaticos foi avaliado por adaptacdo da
metodologia previamente descrita por FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957.
Resumidamente, 50 mg de figado foram homogeneizados em alcool isopropilico (Vetec,
Duque de Caxias, RJ, BR) e centrifugados. O contetido de TG e de colesterol do sobrenadante
foi quantificado com kit colorimétrico de acordo com as especificacGes do fabricante (Bioclin,
BH, MG, Brasil). A leitura foi realizada a 490-540 nm em espectrofluorimetro (Hidex, Turku,
Finland).

4.3.7 Histologia do tecido hepético

Amostras de figado de cinco camundongos foram fixadas em formalina (1,27 mol/L
formaldeido 0,1 M tampéo fosfato-salina, pH 7,2) e embebidos em parafina para realizagéo de
cortes ndo seriados de 5 um. Os cortes foram alocados em ldminas histolégicas para a
coloracdo com hematoxilina/eosina (BANCROFT; STEVENS, 1991). A presenca de fibrose
hepética foi avaliada pela coloragdo com Picrosirius red (Sigma-Aldrich, Saint Louis USA).
Foram capturadas 15 fotografias aleatdrias por animal para avaliar a esteatose e a arquitetura
do figado. Todas as imagens foram escolhidas ao acaso (formato JPG, cor 36-bit, 1360x1024
pixels) com cadmera Olympus DP71 e com microscopio de fluorescéncia Olympus BX51
(Olympus, Tokyo, Japdo). O percentual de esteatose hepatica e o de binucleacdo foram
quantificados nos cortes histologicos, corados com hematoxilina e eosina, utilizando o
software Stepanizer, utilizando o sistema de 36 pontos. O v/v de esteatose foi determinado
através do nimero de pontos que marcavam goticulas de gordura dividido pelo numero de
pontos totais x 100. J& o percentual de binucleacdo foram contabilizados 0 numero de ndcleos
totais e binucleagdes.

Para imunofluorescéncia, as laminas silanizadas foram incubadas em tampéo de citrato
(pH 6,0, 60°C, 20 min), blogueadas com tampé&o de glicina (2% de glicina em PBS/BSA) e
incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo priméario de o-actina (Biotecnologia Santa
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Cruz) 1:50 em 1% de PBS/BSA. No dia seguinte, as laminas foram incubadas por 1 h em
temperatura ambiente com o anticorpo secundario especifico conjugado aos fluorocromos
IgG-Alexa 546 (anti-mouse) (Invitrogen, CA, EUA). As laminas foram lavadas com PBS,
montadas com Slow Fad Antifade (Invitrogen®, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA);
analisados e fotografados usando um microscopio confocal de varredura a laser (LEICA®,
TCS, SPE, LEICA Microsystems, USA).

4.3.8 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal do conteldo cecal dos animais foi avaliada em colaboracdo
com o pesquisador Benjamim P. Willing (Universidade de Alberta, Canada). O DNA total foi
extraido usando o kit QlAamp PowerFecal DNA (QIAGEN, Valencia, CA), seguindo
instrucbes do fabricante. O sequenciamento de extremidade pareada foi realizado usando a
Plataforma Illumina MiSeq (2 x 300 ciclos; Illumina Inc San Diego, CA), conforme descrito
anteriormente (FORGIE et al., 2019). Em linhas gerais, bibliotecas de amplicons foram
construidas de acordo com o protocolo de Illumina (preparacdo de biblioteca para
sequenciamento metagenémico 16S) que amplifica a regido V3-V4 do gene de rRNA 16S
(iniciadores: forward: 5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTAC
GGGNGGCWGCAG-3'; reverse: 5'-3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGAC
AGGACTACHVGGGTATCTAATCC)). A qualidade das leituras foi avaliada pelo o FastQC,
sendo o FASTTX-Toolkit utilizado para aparar e filtrar leituras de baixa qualidade. O
algoritmo PANDAseq foi usado para mesclar leituras de sequéncia de extremidade de par. As
sequéncias mescladas foram desreplicadas, e os singletons removidos com VSEARCH e
filtrados para quimeras usando USEARCH (banco de dados “gold.fa”), criando um banco de
dados de referéncia (EDGAR et al., 2011; ROGNES et al., 2016). As leituras mescladas
originais foram mapeadas para esse banco de dados de referéncia usando o comando
usearch_global (VSEARCH) com 97% de identidade e a tabela OTU (do inglés operational
taxonomia unit) foi criada usando o script "uc2otutab.py”. A taxonomia foi atribuida usando a
configuracdo padrdo do kit de ferramentas QIIME 1.9.1 (Quantitative Insight into Microbial
Ecology) (CAPORASO et al., 2010; MCDONALD et al., 2012; WANG et al., 2007). As
analises de diversidade foram feitas através do comando ‘core_diversity analyses.py' e
normalizadas para uma profundidade de amostragem definida pela amostra com o menor
namero de leituras (> 1500). PD whole tree (distancia taxondmica), indices alfa de
diversidade Chaol (riqueza de espécies menos abundantes), Simpson (uniformidade das
espécies) e Shannon (riqueza das espécies) calculados com ‘alpha_diverstiy.py' e plotados
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com R usando ggplot2. A significancia estatistica para a diversidade alfa foi determinada no
QIIME usando o teste t padrdo de duas amostras com permutacdes de Monte Carlo (999) para
calcular o valor P ndo paramétrico.

A beta diversidade foi calculada usando a métrica de distancia UniFrac. As variantes
weighted (quantitativa) e unweighted (qualitativa) do UniFrac sdo amplamente utilizadas na
ecologia microbiana, onde a primeira € responsavel pela abundancia de organismos
observados, enquanto a Gltima considera apenas sua presenca ou auséncia. Além disso, uma
analise de coordenadas de principio (PCoA) foi plotada usando o pacote phoseoseq em R
(MCMURDIE; HOLMES, 2013). A significancia do cluster foi determinada usando a funcao
'betadisper' para dispersdo e a funcdo '‘pairwiseAdonis.dm' para orientagcdo, conforme
determinado pelas distancias de UniFrac (ANDERSON, 2006; MARTINEZ, 2017). O
heatmap da abundancia foi visualizado em R com a funcdo 'pheatmap’ e diferencas
significativas de género foram determinadas por ANOVAs permutacionais corrigidas com a
funcdo Tukey’ para multiplas comparacdes.

O PCR em tempo real foi realizado utilizando o PercfeCTa SYBR Green Supermix
(Quantabio®) com os primers em um sistema em tempo real ABI StepOneTM, de acordo com
ciclos de tempo e temperatura pré-estabelecidos. Os primers para bactérias totais (Tabela 4)
foram usados para quantificar a carga bacteriana do ceco e foram normalizados com o peso do
conteudo cecal usado para isolar o DNA bacteriano.

Tabela 4: Lista de primers para PCR em tempo real.

Genes alvos Sequéncias oligonucleotidicas (5’ — 3°) Comprimento do produto

. : CGGYCCAGACTCCTACGGG i
Bacteriatotal  p.  TTACCGCGGCTGCTGGCAC 179-210

Nota: A temperatura de anelamento usada para todos os genes foi de 60°C. * Referéncia: (LEE; ZO; KIM, 1996).

4.4 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média = desvio padrdo. Na determinacdo da
evolucdo ponderal até a 92 semana de experimento foi utilizado o teste t para determinar as
diferencas de massa corporal entre os grupos controle e hiperlipidico. Para analise de dados
referente aos cinco grupos experimentais, a analise de variancia one-way ANOVA foi
utilizada com significancia estatistica para p<0,05. As diferencas entre 0s grupos, quando
aplicaveis, foram avaliadas pelo pos-teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas no
software GraphPadPrism versdo 6 (La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil de compostos fendlicos das ragdes adicionadas de farinha de jabuticaba

Oito compostos fendlicos foram identificados e quantificados nas ragdes
experimentais (Tabela 5). Como esperado, o teor de compostos fendlicos presentes nas racdes
foi proporcional ao aumento do percentual de acréscimo da farinha de jabuticaba. O acido
galico e o elagico foram os compostos fenodlicos mais abundantes, correspondendo, em média,
a47,5% e a 48,5% do teor total.

Tabela 5 - Perfil de compostos fendlicos nas racdes experimentais adicionadas de farinha de
jabuticaba.

Grupos experimentais

Composto (mg/kg de dieta)

HF-J5 HF-J10 HF-J15
Acido galico 824,7 1783,7 2276,0
Acido 3,4-dihidroxibenzdico 27,3 53,2 65,7
Miricetina-3-O-ramnosideo 8,3 11,2 24,8
Quercetina-3-O-rutinosideo 29,7 36,8 51,5
Acido elagico 833,0 1532,0 2799,4
Quercetina 1,6 4,6 5,9
Cianidina-3-O-glicosideo 54 24.8 49,9
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,0 2,7 48
Total 1730,3 3449,2 5278,2

Legenda: HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15
hiperlipidico com 15% de JPSP.

5.2 Consumo de racdo e marcadores de consumo de acido elagico

Ao longo do periodo experimental os animais consumiram em torno de 2,73 g de
racdo por dia (Figura 12A), sem diferenca significativa ao longo das treze semanas. No
entanto, o consumo energético dos animais que receberam HFD foi cerca de 30% superior
guando comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 12B). O consumo diario de compostos
fenolicos variou de 5,1 mg (HF-J5) a 13,9 mg (HF-J15) (Figura 12C), sendo 0 consumo
proporcional a adicdo de JPSP nas racdes (p<0,0001).
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Figura 12 - Consumo de ragdo em gramas, energia (KJ) e compostos fendlicos nos grupos
experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=10). (A) consumo semanal de racdo, (B) Consumo
médio diario de energia, (C) Consumo diario de compostos fendlicos. HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico
com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. Letras
diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos experimentais (One-way ANOVA seguido de pos-
teste de Tukey, p<0,05).

Os metabolitos do acido elagico identificados na urina dos animais foram avaliados
como marcador do metabolismo destes nos grupos experimentais. Como esperado, ndo foram
detectados metabdlitos urinarios derivados do acido elagico nos grupos controle e HF. Ap6s o
consumo de JPSP foram identificados cinco metabdlitos derivados do acido elagico (Tabela 6
e Figuras 13 e 14) nos trés grupos experimentais. A excrecdo de metabdlitos totais do acido
elagico nos grupos HF-J10 e HF-J15 foi aproximadamente 3 vezes superior quando
comparado ao grupo HF-J5 (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 6 - Identificacdo dos metabdlitos urinarios dos compostos fenolicos derivados do acido
elagico.

Tempo de

Metabolitos urinarios x 2 Massa do Fragmentos
r(%i‘é?? Ama” (M) composto (m/z) (MS/MS)

Acido elagico dimetil diglucuronideo 7,478 246,364 681 505, ‘;%% 314,
Acido elagico metil glucuronideo (isbmero 1) 10,718 250,364 491 315, 300
Acido elagico metil glucuronideo (isomero 2) 11,201 246,372 491 315, 300
Acido elagico dimetil glucuronideo (isdmero 1) 11,584 248,370 505 329, 314
Acido elagico dimetil glucuronideo (isdbmero 2) 11,896 242,360 505 329, 314

Legenda: * detector de arranjo de diodo; 2 comprimento de onda méaximo. Os principais fragmentos (MS/MS)
estdo destacados em negrito.



Figura 13 - Padrdo de fragmentacio MS? de metabdlitos urinarios de derivados de
acido elagico.
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Legenda: Compostos identificados: (A) &cido elagico dimetil diglucuronideo (m/z = 681); (B)
acido elagico metil glucuronideo (m/z = 491), (C) &cido elagico dimetil glucuronideo (m/z = 505).
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Figura 14 - Cromatograma representativo dos metabdlitos urinarios derivados do
acido elagico.
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Legenda: (A) cromatograma (HPLC-DAD) e (B) cromatograma (HPLC-MS) de uma amostra
representativa de urina. Compostos identificados: (1) acido elagico dimetil diglucuronideo, (2)
acido elagico metil glucuronideo (isdbmero 1), (3) acido elagico metil glucuronideo (ismero 2),
(4) acido elagico dimetil glucuronideo (isdmero 1), (5) acido eldgico dimetil glucuronideo
(isbmero 2).

Tabela 7 - Metabdlitos urinérios derivados do cido eldgico nos grupos experimentais.

Metabdlitos urinarios (mmol) Controle HF HF-J5 HF-J10 HF-J15
Acido elagico dimetil diglucuronideo ND! ND 0,72+0,02° 4,90+0,43* 1,85+0,27°
Acido elagico metil glucuronideo (isdmero 1) ND ND 0,41+0,18° 2,35+0,38% 2,51+0,43°
Acido elagico metil glucuronideo (isémero 2) ND ND 154+0,15° 2,57+0,34° 3,04+0,03
Acido elagico dimetil glucuronideo (isdmero 1) ND ND 1,15+0,64° 3,37+0,23% 3,47+0,12?
Acido elagico dimetil glucuronideo (isdmero 2) ND ND 0,10 +0,07® 0,78+0,05* 0,81 0,15
Somatoério de metabdlitos totais ND ND 3,83+0,77° 13,96+0,67° 11,69+0,4°
Legenda: ! ND = ndo detectado. HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico

com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica
entre 0s grupos experimentais (One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05).
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5.3 Efeito do consumo da farinha de jabuticaba sobre a evolugdo ponderal

No inicio do periodo experimental os animais ndo apresentaram diferenca estatistica em
sua massa corporal (Figura 15). No entanto, a partir da 22 semana até o término do periodo
experimental (132 semana), a massa corporal do grupo HF foi significativamente maior
qguando comparada ao controle, representando aumento de 11,1% (22 semana; p<0,05) e
66,3% (132 semana; p<0,0001). Os grupos HF-J5 e HF-J10 ndo apresentaram atenuagdo do
ganho de massa corpérea dos animais, sendo o ganho de massa igual ao do grupo HF. No
entanto, ao final do periodo experimental, observou-se que o grupo HF-J15 apresentou menor

percentual (11%) de ganho de massa corporal em relacédo ao grupo HF.

Figura 15 - Evolugédo ponderal dos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média * desvio padrdo (n=10). HF:
hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10:
hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de
JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os
grupos experimentais. Até a 9% semana de experimento foi
utilizado teste t para comparacdo dos grupos controle e HF. A
partir da 102 utilizou-se one-way ANOVA seguido de pos-teste de
Tukey, p<0,05.

5.4 Efeito do consumo de JPSP sobre tolerancia a glicose

Os grupos experimentais apresentaram comportamentos distintos em relacdo a
tolerancia oral a glicose ao longo do tempo de 120 min (Figura 16). Observou-se que 0s
grupos HF e HF-J5 apresentaram maior intolerancia oral a glicose em relacdo ao grupo
controle, perdurando até 120 minutos apds administracdo da solugdo glicosada (p<0,001). Por

outro lado, os grupos HF-J10 e HF-J15 foram capazes de manter as concentragdes séricas de
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glicose similares a do grupo controle em todos os tempos avaliados (Figura 16A). Ressalta-se
a similaridade da area sob a curva (AUC do inglés, area under the curve) entre os grupos HF-
J10 e HF-J15 com o grupo controle (Figura 16B). Os grupos HF e HF-J5 apresentaram a
maior AUC entre os grupos experimentais, sendo esses valores significativamente maiores
guando comparado ao grupo controle (68,3% e 57,9%, respectivamente). Ao comparar a AUC
dos grupos HF-J10 e HF-J15 com o grupo HF observou-se menores valores (34% e 47,5%,
respectivamente). O mesmo comportamento, de menor AUC, foi observado ao comparar 0s

grupos HJ-J10 e HF-J15 com o grupo HF-J5 (29,7% e 44,0%, respectivamente) (Figura 16B).

Figura 16 - Sensibilidade a glicose nos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=10). (A) glicemia (mg/dL) pelo tempo
(minutos), (B) area sob a curva do teste oral de tolerancia a glicose. HF: hiperlipidico; HF-J5:
hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com
15% de JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre 0s grupos experimentais (One-
way ANOVA seguido de p6s-teste de Tukey, p<0,05).

5.5 Efeito do consumo da farinha de jabuticaba sobre parametros bioquimicos do

metabolismo de carboidratos, de lipideos e marcadores inflamatorios

O grupo HF apresentou desequilibrio na homeostase da glicose, apresentando maiores
concentracOes séricas de glicose (45%), insulina (80,7%) e do indicador HOMA IR (163%)
em relacdo ao grupo controle (p<0,001) (Tabela 8). Quando comparado com o grupo HF, a
concentracdo de glicose sérica foi menor nos grupos HF-J5 (11,2%), HF-J10 (21,8%) e HF-
J15 (29,7%). Adicionalmente, observou-se menor concentragdo de insulina nos grupos HF-J5,
HF-J10 e HF-J15 (28,8%, 34,2% e 26,6%, respectivamente) quando comparados ao grupo
HF, bem como menores valores de HOMA-IR (36,8%, 48,8% e 48,4%, respectivamente).
Vale ressaltar que o grupo controle apresentou os menores valores de insulina sérica e que 0s
grupos HF-J10 e HF-J15 apresentaram resultados similares ao do grupo controle (Tabela 8).
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Tabela 8 - Pardmetros bioquimicos do metabolismo de carboidratos e de lipideos, e citocinas
inflamatorias nos grupos experimentais.

Controle HF HF-J5 HF-J10 HF-J15
Homeostase da glicose
Glicemia (mg/dL) 134,2+20,9° 194,7+13,3% 1729+11,3* 152,2+10,6° 136,8 +15,3°
Insulina (pg/mL) 454,2 +50,7° 821,0+110,1*° 584,3 +46,1°° 540,1+48,6™ 602,2+71,9"
HOMA-IR 0,98 +0,2¢ 2,58 £ 0,182 1,63 £0,11° 1,32 £ 0,09° 1,33 £0,15°
Metabolismo lipidico
Triglicerideos (mg/dL) 46,6 £9,6 447 +120 33,0+144 43,1+£12,8 449+14,4
Colesterol (mg/dL) 70,1+19,1° 166,9 +17,9%  1745+16,7°0 162,2+26,3® 1385+ 13,9°
LDL-c (mg/dL) 16,8 + 4,8% 18,9 + 3,9 16,4 + 4,1 10,8 + 4,0° 10,3 +2,6°
Citocinas inflamatérias
IL-6 (pg/mL) 16,07 £ 4,2° 70,23 +£ 8,32 30,59 + 4,1° 14,83 £ 2,5¢ 14,84 £ 3,4°
TNF-o0 (pg/mL) 3340 +1053° 8441 + 15732 6107+ 1018 3727 +941,7° 3643+ 1187°

Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=5-8). HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de
JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. Letras diferentes indicam
significancia estatistica entre os grupos experimentais (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey, p<0,05).

Ao avaliar os marcadores bioquimicos do metabolismo de lipideos, observou-se que o
grupo HF apresentou maior concentracao de colesterol total (138%; p<0,0001) em relagédo ao
grupo controle (Tabela 8). Apenas o grupo HF-J15 apresentou menor concentracdo de
colesterol total quando comparado aos grupos HF e HF-J5 (17% e 20,6%, respectivamente;
p<0,05). No entanto, esses valores ndo se igualaram aos do grupo controle. Em relacdo a
concentracdo de LDL-c, os grupos HF-J10 e HF-J15 apresentaram concentra¢Bes plasmaticas
reduzidas em relacdo ao grupo HF (42,8% e 45,5%, respectivamente, p<0,001).

O grupo HF apresentou maiores concentracOes séricas de IL-6 (337%) e TNF-a
(152%) em relagdo ao grupo controle. Os grupos HF-J5, HF-J10 e HF-J15 apresentaram
menores concentragdes plasmaticas de IL-6 (56,4%, 78,8% e 78,8%, respectivamente; p<
0,001) quando comparado ao grupo HF (Tabela 8). Os valores de IL-6 dos grupos HF-J10 e
HF-J15 se igualaram aos valores do grupo controle. Menores concentracdes plasmaticas de
TNF-o foram observadas somente nos grupos HF-J10 e HF-J15 (55,8% e 56,8%,
respectivamente) em relagdo ao grupo HF (p<0,01), sendo que esses valores se equipararam

com os do grupo controle.

5.6 Efeito do consumo da farinha de jabuticaba sobre marcadores de estresse oxidativo

hepético

A avaliacdo de marcadores de dano oxidativo hepatico demonstrou que os grupos HF-
J10 e HF-J15 apresentaram menores concentracdes de malondialdeido quando comparado ao

grupo controle (33,3% e 30%, respectivamente; p<0,05) (Figura 17A). No entanto, esses
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valores foram similares aos do grupo HF e HF-J5. N&o foi observada diferenca em relagéo a
carbonilacdo de proteinas (Figura 17B). Em relacdo a atividade enzimatica antioxidante,
observou-se que a atividade da catalase foi maior nos grupos HF e HF-J5 quando comparados
aos grupos controle (26,4% e 30,2%, respectivamente). Observou-se menor atividade de
catalase nos grupos HF-J10 (23,2% e 26,5%, respectivamente) e HF-J15 (30,8% e 35,2%,
respectivamente) quando comparados ao grupo HF (Figura 17C). Contudo, a atividade da
GPx foi 16% menor no grupo HF quando comparado ao grupo controle, ao passo que 0s
grupos HF-J5 e HF-J10 apresentaram maior atividade antioxidante desta enzima em relagao
ao grupo HF (17,4% e 18,1%, respectivamente; p<0,05) (Figura 17D), sendo similares ao

grupo controle.

Figura 17 - Marcadores de estresse oxidativo hepatico nos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média = desvio padrdo (n=8). (A) Peroxidacdo lipidica, (B)
Carbonilacéo de proteina, (C) Catalase e (D) Glutationa peroxidase (GPx). HF: hiperlipidico; HF-
J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico
com 15% de JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre o0s grupos
experimentais (One-way ANOVA seguido de pés-teste de Tukey, p<0,05).

5.7 Efeito do consumo da farinha de jabuticaba no remodelamento hepatico

A avaliacdo de parametros envolvidos no dano hepatico mostrou que o consumo de
HFD (grupo HF) ocasionou maior peso (108,7%) e volume hepatico (151,8%), aumento de
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enzimas marcadores de lesdo hepéatica AST (35,6%) e ALT (229,3%), além de ter propiciado
0 maior acumulo de lipideos no figado (TG (1.500%) e colesterol (76,0%)), quando
comparado ao grupo controle (Figura 18). Apos consumo de JPSP os grupos HF-J5, HF-J10 e
HF-J15 tiveram menor peso (27,8%, 37,2%, 46,2%, respectivamente) e volume hepatico
(26,8%, 43,2% e 48,3%, respectivamente) em relagdo ao grupo HF (Figura 18A e B).
Observou-se, ainda, menor concentracdo de enzimas hepaticas AST nos grupos HF-J5
(54,4%), HF-J10 (41,2%), HF-J15 (52,5%) e ALT nos grupos HF-J5 (45,8%), HF-J10
(71,9%), HF-J15 (73,2%) em relacdo ao grupo HF (Figura 18C e D). Seguindo a mesma
tendéncia, a concentracdo de TG e colesterol hepatico foi menor nos grupos HF-J5 (47,7%),
HF-J10 (75,2%) e HF-J15 (75,5%); e HF-J10 (45,3%) e HF-J15 (31,9%), respectivamente,
em relacédo ao grupo HF (Figura 17E e F).

Figura 18 - Marcadores de dano hepético nos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=5-8). (A) peso do figado, (B) volume hepético,
(C) AST, (D) ALT, (E) triglicerideos hepéticos, (F) colesterol hepatico. HF: hiperlipidico; HF-J5:
hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de
JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos experimentais (One-way ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05).
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O tecido hepatico do grupo HF apresentou caracteristicas morfologicas de maior
acimulo lipidico, com presenca de macro e microvesiculas e parénquima hepatico
desorganizado, ocasionando perda da estrutura do tecido (Figura 19A). O grupo HF-J5
apresentou microvesiculas de gordura, porém com um parénquima hepatico mais organizado
quando comparado ao HF. Ja nos grupos HF-J10 e HF-J15, praticamente ndo foi observado
deposicdo de lipideo, acrescido de uma arquitetura hepatica semelhante ao grupo controle
(Figura 19A). O consumo de JPSP durante 4 semanas foi capaz de atenuar o acumulo de
lipideos hepaticos em comparagdo com o grupo HF, diminuindo a porcentagem de esteatose
hepética nos grupos HF-J5 (19,3%), HF-J10 (66,3%) e HF-J15 (81,5%) (Figura 19B). A
porcentagem de binucleagdo aumentou nos grupos HF-J5 (43,3%), HF-J10 (177%) e HF-J15
(157,7%) em comparacao ao grupo HF (Figura 19C).

Figura 19 - Esteatose hepéatica nos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=5). (A) Prancha de cortes histolégicos do tecido
hepético (asterisco indica presenca de goticulas de gordura), barra de calibragdo = 40um, (B) percentual de
esteatose hepatica, (C) percentual de binucleacdo. HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-
J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. Letras diferentes indicam
significancia estatistica entre 0s grupos experimentais (One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey,
p<0,05).
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Houve maior deposicdo de fibras de colageno no grupo HF quando comparado aos
grupos HF-J10 e HF-J15 pela coloracdo picrosirius (Figura 20A), corroborando com o
resultado da imunofluorescéncia que apresentou marcacdo de a-actina evidenciada no grupo

HF, o que indica deposicdo de coldgeno no tecido hepético desse grupo (Figura 20B).

Figura 20 - Fibrose hepética nos grupos experimentais.
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Legenda: (A) Prancha de picrosirius (Cabeca de seta indica deposicdo de fibras de colageno). (B) Prancha de cortes
histolégicos para avaliagdo de fibrose hepatica (Setas representam marcacdo de para alfa-actina de masculo liso
indicando fibrose por ativagdo de células estreladas). HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-
J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP.
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5.9 Efeito do consumo da farinha de jabuticaba na composi¢do da microbiota intestinal

A figura 21 apresenta os graficos de analise de coordenadas da métrica de distancia
UniFrac e suas variantes weighted e unweithtged, em que a primeira é responsavel pela
abundancia de organismos observados, enquanto a Ultima considera apenas sua presenga ou
auséncia. Desta forma, as variantes indicam agrupamentos distintos de comunidades
microbianas dependentes da intervencdo alimentar. Os indices de alfa diversidade Chao 1 que
avalia a riqueza das espécies menos abundantes, Simpson que remete a uniformidade de
espécies encontras, Shannon que avalia a riqueza das espécies e a diversidade filogenética
(PD whole tree) mostram uma diminuicdo ndo sé na riqueza e na uniformidade das espécies,

mas também nas distancias taxonémicas, principalmente nos grupos HF-J10 e HF-J15.

Figura 21 - Analise de coordenadas principais e indices de alfa diversidade nos grupos

experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=8). (A) weighted e (B) unweithtged, (C) indices
de alfa diversidade (Chao 1, Simpson e Shannon) e PD whole tree. HF: hiperlipidico; HF-J5:
hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15%
de JPSP. Letras diferentes indicam significncia estatistica entre os grupos experimentais (One-way
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05).
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Adicionalmente, observou-se que a concentracdo de LPS foi aproximadamente 3x
vezes maior no grupo HF quando comparado ao grupo controle. O consumo de JPSP
promoveu menor concentracdo desta endotoxina nos grupos HF-J5 (44,8%), HF-J10 (85,8%)
e HF-J15 (87,1%) quando comparado ao grupo HF (Figura 22A), sendo que os grupos HF-J10
e HF-J15 apresentaram concentraces séricas de LPS semelhantes ao grupo controle. Foi
também observada reducdo (2,2%) no numero de bactérias totais no grupo HF-J10 em
comparacdo com o grupo HF (Figura 22B). A razéo entre os filos Firmicutes/Bacteroidetes
foi semelhante estatisticamente entre os grupos HF e controle. J& os grupos HF-J10 e HF-J15
apresentaram menor razédo entre estes dois filos microbianos (51,1% e 60%, respectivamente)
guando comparados ao grupo HF, demonstrando maior abundéncia de Bacteroidetes em
detrimento de Firmicutes (Figura 22C).

Figura 22 - LPS plasmatico, numero de bactérias totais e razdo firmicutes/bacteroidetes
Nos grupos experimentais.
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Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo (n=8). (A) LPS, (B) bactéria total e (C) razdo
firmicutes/bacteroidetes. HF: hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico
com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de JPSP. Letras diferentes indicam significancia
estatistica entre os grupos experimentais (One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, p<0,05).

O nivel de abundancia das bactérias esta destacado, sendo as mais abundantes em
vermelho e as menos abundantes em azul (Figura 23). A beta diversidade evidenciou o
impacto do consumo da JPSP na estrutura da comunidade microbiana, principalmente nos
grupos HF-J10 e HF-J15. De maneira complementar, os dados descritos na tabela 9

apresentam as analises estatisticas da beta diversidade, na qual destaca-se seis filos
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predominantes: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Tenericutes,
Verrucomicrobia. O agrupamento de HF-J10 e HF-J15 corresponde a reducdo de membros de
algumas familias, principalmente  Bifidobacteriaceae, S24-7, Mogibacteriaceae,
Christensenellaceae, Clostridiaceae, Dehalobacteriaceae, Peptococcaceae,
Peptostreptococcaceae,  Ruminococcaceae,  Erysipelotrichaceae,  Helicobacteraceae,
Anaeroplasmataceae, em relacdo ao grupo HF. Em contraste, as familias Lachnospiraceae e
Enterobacteriaceae, além dos géneros Parabacteroides sp, Sutterella sp, Allobaculum sp,
Akkermansia sp, apresentaram aumento em seu percentual nos grupos HF-J10 e HF-J15
quando comparados ao grupo HF (p<0,05).

Figura 23: Heat map do contetdo cecal nos grupos experimentais.
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Legenda: A coluna a direita (B) representa a média dos animais em cada grupo experimental (n=8-9). A escala
de cores representa a abundancia relativa da classificacdo taxonémica, onde maior abundancia (tons mais
quentes, vermelho) e menor abundancia (tons mais frios, azul). CT: controle; HF: hiperlipidico; HF-J5:
hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico com 15% de
JPSP. Letras diferentes indicam significancia estatistica entre os grupos experimentais (p<0,05).
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Tabela 9 - Perfil microbiano do conteido cecal nos grupos experimentais.

Taxonomia Controle HF HF-J5 HF-J10 HF-J15 |
) . p-valor
Filo Ordem/Familia (%) sem (%) sem (%) sem (%) sem (%) sem
f__Actinobacteria 0,61* 0,19 024 0,03 0,10 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000

f__Bifidobacteriaceae 0,10 0,05 0,13 0,02 0,03 0,01 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,000
f__Coriobacteriaceae 0,50 0,15 0,11 0,01 0,07 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
f__Bacteroidetes 35,06 1,68 34,00 3,38 37,28 3,61 41,18 2,14 46,03* 2,95 0,670
0__ Bacteroidales;f 2,16 0,76 1,94 0,97 1,37 0,30 0,01 0,00 0,01 0,00 0,093
f__[Odoribacteraceae] 1,54 0,68 1,01 0,31 2,14 0,57 0,00 0,00 0,00 0,00 0,027
f__[Paraprevotellaceae] 2,13 0,26 0,80 0,29 0,33 0,21 1,84 0,94 2,97 1,68 1,000

f__Bacteroidaceae 246* 043 7,22 1,67 554 1,18 5,15 0,88 5,86 0,85 0,771
f__Porphyromonadaceae 1,84 0,39 1,92 0,30 1,74 0,26 24,47* 2,00 21,18* 1,60 0,000
f__Rikenellaceae 3,52 0,60 813 1,09 12,82 1,38 6,53 1,60 7,82 153 0,111
f_S24-7 21,40* 198 12,98 1,06 13,32 0,87 3,17* 0,49 8,18 1,48 0,000
f__Firmicutes 37,33 1,62 39,79 3,15 4559 3,37 2824* 155 2587* 1,73 0,000
f__Lactobacillaceae 0,40* 0,09 0,09 0,03 0,04 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,000
f_Turicibacteraceae 0,00 0,00 0,19 0,07 0,45 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,001
0__Clostridiales;f__ 12,33 0,85 13,82 1,10 20,65 2,10 0,01 0,00 0,01 0,00 0,000

f__[Mogibacteriaceae] 0,07 001 008 001 003* 0,01 000* 0,00 0,00 0,00 0,000
f__Christensenellaceae 0,08 0,01 0,08 0,02 002* 0,01 0,00* 0,00 000* 0,00 0,000

f__Clostridiaceae 005* 0,01 043 0,24 0,00* 0,00 000* 0,00 0,00* 0,00 0,000
f__Dehalobacteriaceae 0,22 0,02 019 0,04 036* 0,03 000* 0,00 000* 0,00 0,000
f__Lachnospiraceae 3,95 0,36 5,64 0,86 6,99 0,44 28,11* 154 2574* 1,72 0,000
f__Peptococcaceae 0,09* 0,01 0,23 0,03 0,14* 0,03 000* 0,00 0,00* 0,00 0,000

f__Peptostreptococcaceae 0,05* 0,01 0,17 0,06 0,00* 0,00 0,01* 0,00 0,00* 0,00 0,003
f__Ruminococcaceae 6,56* 0,54 11,09 0,78 9,31 0,66 0,05* 0,02 0,06 0,02 0,000
0__Clostridiales;Other 0,01 0,00 0,02 0,01 0,04 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,008
f__Erysipelotrichaceae 13,50 2,37 7,75 1,93 7,51 3,14 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,000
f__Proteobacteria 2334 198 24,96 1,55 16,28* 3,46 15.44* 166 12,33* 1,29 0,015
f__Alcaligenaceae 0,06 0,02 0,01 0,00 0,02 0,01 422* 132 342* 0,63 0,001
f_Desulfovibrionaceae 2,20 0,15 3,37 0,34 686* 147 0,93 0,14 1,14 0,19 0,000
f__Helicobacteraceae 20,97 190 21,45 141 936* 2,75 428* 091 339* 0,39 0,000
f__Enterobacteriaceae 0,01 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 59* 0,78 438* 0,86 0,000

f__Tenericutes 0,10* 0,05 0,39 011 0,25 0,10 0,00* 0,00 0,00* 0,00 0,000
f__Anaeroplasmataceae 0,08 * 0,05 0,39 0,11 0,25 0,10 0,00* 0,00 0,00* 0,00 0,000
0__RF39;f__ 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000

f__Verrucomicrobia 3,02 0,81 043 0,18 0,02 0,01 1483 1,89 1550 4,11 0,001
f__Verrucomicrobiaceae 3,02 0,81 043 0,18 0,02 0,01 1483* 1,89 1550* 4,11 0,006

f__Nao classificados® 0,25 0,04 0,17 0,02 0,32 0,04 0,30 0,03 0,26 0,02 0,184

Legenda: Resultados apresentados como percentual da abundancia média da taxonomia atribuida nos filos e no nivel de
ordem ou familia de acordo com a identificacdo taxondmica realizada pelo sequenciamento (n=8-9/grupo). HF:
hiperlipidico; HF-J5: hiperlipidico com 5% de JPSP; HF-J10: hiperlipidico com 10% de JPSP; HF-J15 hiperlipidico
com 15% de JPSP. Membros da comunidade microbiana que foram <0,1% foram removidos. Asterisco indica
significancia de p<0,05 comparada ao grupo HF, com teste de Tukey. *Ordem ou familia néo classificados.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, a inducdo da obesidade foi realizada a partir da HFD enriquecida
com banha de porco (rica em &cidos graxos saturados), correspondendo a 50% da energia total
derivada de lipideos. Nesse sentido, o balango energético positivo estimulou o ganho de
massa corporal, ocasionou a hiperglicemia e a RI, além de aumentar o colesterol total e o
LDL-c e citocinas inflamatdrias. Adicionalmente, este modelo foi utilizado como promotor da
DHGNA, sendo observado maior deposicdo de lipideos no tecido hepatico, além de fibras de
col&geno. Estas alteracdes fisiopatoldgicas estdo associadas ao maior influxo de acidos graxos
livres (AGL) na circulacdo, derivados do remodelamento do TA (SAMUEL; SHULMAN,
2012; STINKENS et al., 2015). Assim, esses resultados mostram o estabelecimento de
parametros metabdlicos alterados em camundongos obesos induzidos por dieta, estando de
acordo com estudos que utilizaram modelo experimental semelhante (DA SILVA et al., 2018;
HU et al., 2020).

Produtos a base de plantas, incluindo aqueles obtidos a partir de frutas brasileiras, ja
foram associados a efeitos benéficos a satde em diferentes modelos experimentais in vivo de
obesidade induzida por dieta (DA SILVA-MAIA et al., 2019; DA SILVA et al., 2018;
DRAGANO et al., 2013). Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a investigar a
influéncia do tratamento da casca e da semente de jabuticaba em modelo murino de obesidade
(C57BL6) induzida por dieta associando suas implicacbes metabdlicas com a microbiota
intestinal.

No ensaio experimental o tratamento com 15% de farinha de jabuticaba atenuou o
ganho de massa corporal dos animais. Observou-se, ainda, que o consumo de JPSP promoveu
melhora significativa em parametros metabodlicos associados a obesidade, como a inflamacéo,
a dislipidemia e a RI. Além disso, a intervencdo com JPSP diminuiu a concentracdo de MDA
e aumentou a atividade da enzima antioxidante GPx. Ademais, observou-se o efeito benéfico
do consumo de JPSP sobre o remodelamento hepéatico, com menor percentual de esteatose
hepatica e menor deposicdo de fibras de colageno nos camundongos, possivelmente
relacionados ndo so a reducdo da massa e do volume hepatico, bem como menor concentracéo
de TG e colesterol. Associados as analises descritas anteriormente, a menor concentracao
plasmatica de AST e ALT demonstrou que o consumo de JPSP ndo promoveu toxicidade
hepatica, mesmo em sua maior concentracdo. Adicionalmente, a determinacdo dos
metabdlitos urinarios derivados do acido elagico consistiu um importante marcador do

consumo de fenolicos evidenciando cinco metabolitos derivados do acido elagico conjugados
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ao &cido glucurdnico. Observou-se ainda o efeito antimicrobiano e alteragdes na comunidade
microbiana, bem como diminui¢do na concentracdo de LPS plasmatico, principalmente nos
grupos gque consumiram 10% e 15% de JPSP.

A similaridade na ingestéo de ragdo entre os grupos HF e 0s grupos que consumiram a
farinha de jabuticaba sugere que a atenuacdo do ganho de peso no grupo HF-J15 € um efeito
do consumo da farinha de jabuticaba, dado que foi 0 grupo que recebeu a maior concentragdo
de fenolicos. O consumo de compostos fenolicos pode levar ao menor aproveitamento
energético da dieta, prevenindo ou atenuando o ganho de massa corporal em animais que
consumiram HFD, ocasionando, consequentemente, maior excrecdo fecal de lipideos
(BATISTA et al., 2013; DA SILVA et al., 2018; MOURA et al., 2018).

Matrizes alimentares ricas em compostos fenolicos ja foram descritas como benéficas
sobre a lipotoxicidade, ocasionada pelo remodelamento do TA, diminuindo a inflamacéo, a RI
e a dislipidemia, atuando, portanto, em parametros que predispde DHGNA, diabetes, doencas
cardiovasculares e outras (RABADAN-CHAVEZ et al., 2016; SHI et al., 2017). O consumo
de JPSP diminuiu a concentracdo de citocinas inflamatérias (TNF-a e IL-6) no plasma,
mesmo com consumo concomitante de HFD. Um dos mecanismos pelo qual este desfecho
pode ser explicado € pela habilidade dos compostos fendlicos atuar de maneira direta em vias
de sinalizagdo como a do NFkB, fator de transcri¢cdo envolvido na producdo de citocinas
inflamatorias, modulando de forma negativa a via, diminuindo a transcri¢do e traducdo destas
citocinas (WU et al., 2016; YIN; WU, 2017).

A RI é uma etapa crucial no desenvolvimento e progressdao da DHGNA por promover
maior influxo de AGL no figado, sendo associada ao aumento do DNL, maior lipélise no TA,
excedendo a capacidade de exportagdo de TG ou B-oxidacdo hepatica, favorecendo o acimulo
de TG nos hepatdcitos e remodelamento hepatico (BRADBURY; BERK, 2004; BUGIANESI
et al., 2010; CHAO et al., 2019). No presente estudo, observou-se menores concentracdoes
plasmaticas de colesterol (HF-J15) e LDL-c (HF-J10 e HF-J15), bem como de colesterol e TG
hepaticos nesses mesmos grupos experimentais, sugerindo que a farinha de jabuticaba possui
acao hipolipemiante. Estes achados podem estar associados nao apenas a diminuicdo de peso
e volume hepético, mas também a diminuicdo do percentual de esteatose hepatica (HF-J10 e
HF-J15). Além disso, o consumo de JPSP aumentou a porcentagem de binucleacédo, sugerindo
potencial auto-regeneracdo hepatica (MIYAOKA et al., 2012; MIYAOKA; MIYAJIMA,
2013). Estes resultados corroboram com a literatura, a qual ja evidencia que a intervencédo

com a casca de jabuticaba e/ou com o extrato da casca de jabuticaba apresentou efeito
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benéfico sobre a esteatose hepéatica e no processo inflamatorio (BATISTA et al., 2018;
LAMAS et al., 2018; LENQUISTE et al., 2019).

A presenca de colesterol no figado ja foi descrita como um indicador de inflamagéo,
que associado a DHGNA, pode culminar na ativagdo de células estreladas, promovendo maior
deposicdo de fibras de colageno no figado, um marcador da progressio da DHGNA
(WOUTERS et al.,, 2008). A presenca de fibras colagenas, evidenciadas nos cortes
histologicos hepaticos do grupo HF, foi atenuada pelo tratamento com JPSP (HF-J10 e HF-
J15), corroborando com estudo que utilizou extrato do carogo do acai, rico em compostos
fendlicos (SOARES et al., 2017), como tratamento para animais obesos (ROMAO et al.,
2020). Assim, os resultados acerca do remodelamento hepatico demonstram o potencial efeito
da JPSP, rica em compostos fendlicos no controle da DHGNA, comorbidade associada a
obesidade.

O estresse oxidativo € um dos multiplos hits associados a progressdo da DHGNA, uma
vez que o estimulo excessivo & B-oxidagdo favorece a superproducdo de ROS, diminuindo a
atividade enzimatica antioxidante e promovendo maior dano oxidativo (YANG et al., 2019).
Assim, o estresse oxidativo hepatico também foi avaliado, sendo observado que o consumo da
HFD ndo ocasionou maior dano oxidativo neste tecido. Entretanto, a intervencdo com 10% e
15% de JPSP diminuiu a concentracdo de MDA, marcador de dano em lipideos, em relacéo ao
grupo controle. Adicionalmente, observou-se que o consumo de JPSP ndo influenciou a
atividade de CAT, mas promoveu aumento na atividade de GPx (HF-J5 e HF-J10). Frente ao
impacto do consumo da HFD, esperava-se encontrar a ocorréncia do estresse oxidativo
hepético, seguido do reestabelecimento da homeostase redox, promovido pela intervencdo
com JPSP com ou sem envolvimento no mecanismo de defesa antioxidante enzimético
conforme demonstrado por alguns autores (BATISTA et al., 2018; LENQUISTE et al., 2015;
QUATRIN et al., 2018).

Altas concentrac@es séricas de AST e ALT referem-se a injaria nos hepatocitos, além
de serem considerados biomarcadores de hepatotoxicidade (KANG, 2013; WANG et al.,
2019). O consumo de JPSP promoveu menor concentracdo destes marcadores de alteracdo
hepatica, indicando menor lesdo nos hepatdcitos e a ndo toxicidade hepatica. Estes resultados
vao ao encontro da literatura, que também desmontaram niveis séricos reduzidos destas
enzimas hepaticas em animais tratados com compostos fendlicos (DA SILVA-MAIA et al.,
2019; DA SILVA et al., 2018; FREITAS et al., 2016).

Ainda no cenario de parametros metabdlicos alterados pela obesidade induzida por

HFD, a hiperglicemia e a RI também sdo uma consequéncia da lipotoxicidade (VIRTUE;
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VIDAL-PUIG, 2010). Estudo paralelo, em nosso grupo de pesquisa, aponta que a
hiperleptinemia e a hipoadiponectinemia causada pelo consumo da HFD foi normalizada pelo
consumo de JPSP (dados ndo publicados). As alteracbes metabdlicas, em decorréncia do
tecido adiposo disfuncional, tém sido associadas a supressdo da acdo da insulina (STERN;
RUTKOWSKI; SCHERER, 2016; YADAV et al.,, 2013). Desta forma, associa-se a
normalizacdo dos niveis plasmaticos destas adipocinas a restauracdo da homeostase da
glicose, pelo consumo de JPSP, com consequente normalizacdo dos niveis de glicose e
restauracdo da sensibilidade a insulina, além de uma possivel modulacéo sobre a regulagéo do
apetite, a termogénese e 0 gasto energético (YADAV et al.,, 2013). Adicionalmente, o
consumo de casca de jabuticaba ja foi associado a modulacdo de proteinas da via de
sinalizacdo de insulina, tais como IR/IRS-1/AKT/FoxO, a nivel hepatico e de tecido adiposo,
porém sem efeito na tolerancia a glicose (DRAGANO et al., 2013). Ja Lamas e colaboradores
(2018) observaram aumento na expressdo de p-IRS-1, a nivel hepatico, com maior tolerancia
a glicose em camundongos idosos tratados com casca de jabuticaba (LAMAS et al., 2018).

Coletivamente, os desfechos encontrados sugerem que o consumo de JPSP possui
interacdo molecular atuando em vias do metabolismo de lipideos e de carboidratos,
promovendo atenuacdo de alteracdes metabdlicas comumente associadas a obesidade como
inflamac&o, RI, dislipidemia e DHGNA. Os mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos de
compostos fenolicos na DHGNA ja foram associados a menor expressao de proteinas
envolvidas na via DNL (SREBP1c, FAS e ACC) em estudos que utilizaram farinha de
semente de acai (DA SILVA et al., 2018), extrato de semente de acai (DE OLIVEIRA et al.,
2015) e, até mesmo, o 4&cido elagico na sua forma isolada (ZHANG et al., 2019a).
Adicionalmente, as mesmas matrizes alimentares ja foram associadas a menor expressao da
enzima HMG CoA-R, considerada um ponto limitante na sintese do colesterol e maior
expressdo dos transportadores ABCG5 e ABCGS, cuja funcdo é remover o excesso de
colesterol corporal (DA SILVA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2015). Sugere-se, entéo,
que os compostos fenolicos presente na JPSP possam exercer mecanismos moleculares
semelhantes aos descritos na literatura, culminando nos desfechos metabolicos até entdo
apresentados.

A compreensdo acerca da biodisponibilidade dos compostos fendlicos e de seus
metabolitos vem se tornando cada vez mais relevante para a completa elucidacdo de suas
fungdes fisiologicas (LAVEFVE; HOWARD; CARBONERO, 2020). A investigacdo acerca
da metabolizacdo de compostos fenolicos de JPSP neste modelo experimental foi realizada

pela primeira vez no presente trabalho. Os metabdlitos encontrados apos consumo de JPSP
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indicam associacdo entero-hepética, haja vista que todos os metabolitos foram derivados do
acido glucurénico, corroborando com estudos que identificaram estes metabdlitos ndo s6 na
urina, como também no plasma em diferentes modelos animais (ESPIN et al., 2007; MILALA
et al., 2017). O é&cido eldgico livre pode ser parcialmente absorvido na porcao inicial do
intestino delgado, sendo rapidamente metabolizado para fornecer éteres metilicos e
dimetilicos e conjugados do &cido glucurdnico (KANG et al., 2016a; TOMAS-BARBERAN;
ESPIN; GARCIA-CONESA, 2009).

Adicionalmente, estudo recente realizado por Inada e colaboradores (2019) descreveu,
pela primeira vez, o metabolismo dos compostos fendlicos ap6s o consumo da JPSP em seres
humanos (INADA et al., 2019). Os autores demonstraram diferencas na metabolizacdo desses
compostos decorrentes do estado nutricional (individuos com sobrepeso/obesidade versus
eutréficos). O principal achado é que os individuos com sobrepeso/obesidade apresentaram
menor prevaléncia do metabotipo zero (ndo produtor de urolitinas) e maior prevaléncia do
metabotipo B (excretor de urolitina B) em comparacdo aos individuos eutréficos. Essas
diferencas na distribuicdo de metabotipo estdo provavelmente associadas a composi¢do da
microbiota intestinal. No presente estudo ndo foram identificadas urolitinas, principal classe
de metabdlitos do &cido elagico em humanos, na urina dos animais. No entanto, outros cinco
metabdlitos derivados do acido elagico foram identificados e quantificados. Apesar de ainda
ndo terem sido completamente identificados os microrganismos responsaveis pela completa
biotransformacdo dos elagitaninos em urolitinas (urolitinas A e B), algumas espécies
bacterianas intestinais ja foram descritas como produtoras de urolitinas intermediarias como a
Gordonibacter urolithinfaciensea Gordonibacter pamelaeae, pertencentes ao filo
Actinobacteria, em humanos (SELMA et al., 2014a, 2014b). Desta forma, a baixa abundancia
relativa deste filo sugere que ndo houve colonizacdo do intestino por estas bactérias, o que
pode estar associada a auséncia de urolitinas no presente estudo.

A microbiota intestinal, mais precisamente as alteragfes que afetam a composic¢do do
microbioma do intestino, é um fator que tem sido associado a fisiopatologia da DHGNA. Ja
foi observado que portadores de DHGNA apresentam aumento significativo da
permeabilidade intestinal favorecendo a translocacdo de LPS do lumen intestinal para a
circulacdo, promovendo a endotoxemia metabdlica (JI et al., 2019; MIELE et al., 2009). A
melhora da integridade da barreira intestinal ja foi associada ao aumento da abundéancia
relativa de Akkermansia muciniphila (PIERRE et al., 2013) que pode ser promovida pela
ingestdo de matrizes alimentares ricas em compostos fendlicos (ANHE et al., 2016;

BALDWIN et al., 2016). Desta forma, a maior abundancia da Akkermansia sp., nos grupos
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HF-J10 e HF-J15, pode estar associada a menor circulacdo de LPS, ocasionando menor
concentracdo plasmatica desta endotoxina, atenuando, assim, o remodelamento hepatico, por
menor ativacdo de celulas de kupffer e celulas estreladas, intimamente associadas a
inflamacéo e a fibrose hepética, respectivamente (JI et al., 2019). Assim, o consumo de JPSP
pode ter contribuido para os potenciais efeitos benéficos como a diminuicdo da RI, da
dislipidemia, de citocinas inflamatdrias, do remodelamento hepatico e da endotoxemia
metabolica, por alteracdes na comunidade do microbioma intestinal (ANHE et al., 2015;
EVERARD et al., 2013; ROOPCHAND et al., 2015; SHIN et al., 2014).

Compostos fenodlicos oriundos de diferentes matrizes alimentares ja foram descritos
com potencial efeito antimicrobiano, sendo capazes, portanto, de atuar na comunidade
microbiana presente no hospedeiro (FORGIE et al., 2019; JURGONSKI et al., 2017). A
atividade antimicrobiana exercida por compostos fendlicos afeta diretamente a composicao da
microbiota por inibi¢do de grupos bacterianos individuais (ENGELS; SCHIEBER; GANZLE,
2011), o que pode estar associado a reducdo da alfa diversidade apds consumo de JPSP (HF-
J10 e HF-J15), ao agrupamento distinto de HF-J10 e HF-J15 na métrica UniFrac (weighted e
unweighted), indicando alteragéo na beta diversidade.

No presente estudo a razéo Firmicutes/Bacteroidetes foi determinada como parametro
do status da obesidade e da alteracdo da microbiota do trato intestinal (CHENG et al., 2018).
O aumento desta razao ja foi demonstrado em modelo experimental de obesidade (ANHE et
al., 2018; FORGIE et al., 2019), e, apesar de ainda controverso, um dos possiveis mecanismos
que favorece o ganho de peso nesta comorbidade é o maior aproveitamento energético da
dieta (SANMIGUEL; GUPTA; MAYER, 2015; TU et al., 2020; TURNBAUGH et al., 2006).
A menor razdo entre estes dois filos nos grupos que consumiram JPSP (HF-J10 e HF-J15),
refere-se a um aumento na abundancia relativa de Bacteroidetes (familia
Porphyromonadaceae) em detrimento do filo Firmicutes, principalmente da ordem
Clostridiales e das familias Ruminococcaceae e Erysipelotrichaceae, corroborando com
estudos que utilizaram compostos fendlicos como forma de intervencdo (JIN et al., 2018;
ROOPCHAND et al., 2015). Ademais, a diminuicdo desta razdo reforca a implicacdo de que
0 consumo de fendlicos da matriz alimentar estudada pode proporcionar menor
aproveitamento energético da dieta, contribuindo para atenuacdo do ganho de peso no HF-
J15, grupo que consumiu maior teor destes compostos.

Cabe ressaltar, que apesar da elucidacdo incompleta das fungGes de membros do filo
Firmicutes, existem evidéncias que indicam a presenca de bactérias produtoras de butirato,

utilizado, preferencialmente, para nutricdo dos colondcitos, como a familia Lachnospiraceae
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que teve maior abundancia nos grupos tratados com JPSP (HF-J10 e HF-J15) (TAN et al.,
2014; VACCA et al., 2020; ZHANG et al., 2019b). Por outro lado, os membros do filo
Bacteroidetes, mais abundante nos grupos HF-J10 e HF-J15, estdo associados a producdo de
acetato e proprionato (BAOTHMAN et al., 2016; TAN et al., 2014). Assim, pela maior
abundancia relativa de classificagdes taxonémicas associadas a producdo de SCFA ap0s
consumo de JPSP, em conjunto com o aumento na concentracdo de SCFA ja demonstrado
pelo consumo de casca de jabuticaba (BATISTA et al., 2018), sugere-se que JPSP possa
contribuir para formagdo de SCFA nos grupos HF-J10 e HF-J15. Um dos mecanismos
propostos para os efeitos benéficos promovidos pela formacdo de SCFA é o seu potencial de
atuar na proteina AMPK, aumentando sua atividade, afetando assim o metabolismo de
hepético de lipideo e de glicose (DEN BESTEN et al., 2013; HERNANDEZ et al., 2019).
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CONCLUSAO

O consumo de farinha de jabuticaba, rica em compostos fenolicos, promoveu
alteragdes na diversidade da microbiota intestinal de camundongos obesos, além de ter
favorecido a diminuicéo da endotoxemia metabdlica, a atenuacdo do remodelamento hepatico,
a melhora na homeostase da glicose, da dislipidemia e da inflamacdo, sem conferir
hepatotoxicidade. Desta forma, a mudanca observada na comunidade microbiana intestinal e
os efeitos locais e sisttmicos associados ao consumo da farinha de jabuticaba sdo consistentes
com a protecdo de alteracbes dos pardmetros metabdlicos da obesidade induzida por dieta

hiperlipidica.
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