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Figura 1: Papel da sensibilidade insulinica na fisiopatologia da sindrome metaboica. Em condigdes normais
(sensibilidade a insulina), logo apds a ingestdo de alimentos ricos em carboidratos ocorre 0 aumento de glicose no
plasma estimulando a secrecdo de insulina pelas células p pancreéticas. Este horménio ir& atuar nos tecidos para
promover o estoque de calorias provenientes da dieta. No musculo esquelético, a insulina aumenta a captagdo de
glicosee, consequentemente, a sintese de glicogénio. No figado, a insulina inibe a gliconeogénese e estimula tanto
a sintese de glicogénio e como a lipogénese de novo (LDN). No tecido adiposo branco (TAB), ela suprime a
lipélise e promove a lipogénese. Na condicdo de sindrome metabdlica o acumulo ectépico de lipidio prejudica a
sinalizacdo insulinica. Portanto, diminui a captacédo de glicose pelo misculo e, também, a sintese de glicogénio
nas células desse tecido. No figado, a insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogénese e ativar a sintese de
glicogénio. Além disso, induz mais LDN com consequente desenvolvimento da doenga hepatica gordurosa néo-
alcodlica (DHGNA). No TAB insensivel a insulina, ocorre 0 aumento da lipdlise, levando ao aumento da liberacéo
de acidos graxos livres na circulagdo, favorecendo o acimulode lipideos no midcitos (IMCL) e manutencdo da
DHGNA. Dessa forma, a resisténcia insulinica periférica é exarcebada o que acabada contribuindo para a
deficiéncia da secrecdo de insulina pelas células B pancreéticas promovendo, entdo, a hiperglicemia. Figura
adaptada de Samuel & Shulman, 2012.

Figura 2: A relagdo entre acetilagio de proteinas e metabolismo. O metabolismo pode influenciar a acetilagio
de proteinas através de mudancas na concentracdo intracelular de NAD™ e acetil-coenzima A (acetil-CoA). Por
exemplo, a concentracdo relativa de NAD* aumenta, levando ao aumento da atividade enzimética de sirtuinas e a
deacetilacéo de seus alvos. A atividade de acetiltransferases varia de acordo com a concentracdo de acetil-CoA.
Quando houver aumento da carga de nutrientes e a concentracao de acetil-CoA aumentar, o aumento da atividade
da acetiltransferase promover a acetilacdo de proteinas alvo. Fonte: Verdin & Ott (2014) com modificagdes.

Figura 3: Vias responsaveis pela biossintese dos principais metabdlitos microbianos resultantes da
fermentacdo de carboidratos. O acetato, um dos trés principais acidos graxos de cadeia curta (AGCC, mostrado
em vermelho), pode ser produzido por muitas bactérias entéricas a partir do piruvato, via acetil-CoA e pela via
Wood-Ljungdahl. O butirato é formado a partir de duas moléculas de acetil-CoA por vérios Firmicutes ou a partir
do acetato pela acdo da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase, geralmente usada para catalisar este Gltimo passo. A
principal via de produgdo do propionato é pela via do succinato, geralmente usada por Bacteroidetes para gerar
propionato de carboidratos e por alguns Firmicutes que produzem propionato a partir do lactato ou succinato. Duas
outras vias de producdo de propionato sdo encontradas em algumas bactérias do intestino: a via do acrilato, que
usa lactato, e a via do propanodiol, que usa fucose e rhamanose. Arqueas sdo mostradas em laranja. Bacteroidetes
em cinza. Lachnospiraceae (Firmicutes) em azul. Ruminococcaceae (Firmicutes) em roxo. Negativicutes
(Firmicutes) em verde e Proteobacteria em marron. DHAP, dihidroxiacetonafosfato; PEP, fosfoenolpiruvato.
Fonte: Louis et al. (2014) com modificagdes.

Figura 4: A microbiota intestinal esta envolvida no inicio de desordens metabglicas associadas com a
obesidade: a dieta esta associada a disbiose da microbiota intestinal que promove altera¢fes na permeabilidade
intestinal (alterando a distribuicdo das proteinas tigh junction) e, dessa forma, produtos bacterianos como o LPS
chegam a circulagdo sanguinea provocando a endotexemia metabdlica, iniciando os processos de inflamacéo
crbnica sub-clinica, resisténcia insulinica nos tecidos adipose, muscular e figado com consequente
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica. Figura adaptada de Cani
& Delzene, 2011.

Figura 5: Relagdo entre os polifendis e a microbiota intestinal: Estd bem estabelecido que a
biodisponibilidade dos polifendis depende da sua metabolizagdo por enzimas hidroliticas presentes no epitélio
intestinal e em grande parte pela microbiota intestinal. Ap6s serem ingeridos, os polifenois podem: (1) - exercer
efeitos diretos no trato gastrointestinal associado, por exemplo, ao seu potencial antioxidante; ou atuar de maneira
sistémica induzindo a liberacdo de hormonios associados a homeostase de glicose pelas células enteroendécrinas.
(2) - podem interagir com a microbiota promovendo altera¢cdes na sua composi¢do, por exemplo, favorecendo o
crescimento de bactérias benéficas; ou biotransformados pela microbiota, gerando assim moléculas menores mais



facilmente absorvidas e, portanto, chegando até aos 6rgdos distais. Promovem também efeitos sistémicos, pela
inducdo da liberacdo de hormonios intestinais pelas células enteroendécrinas. (3) - podem ser metabolizados pelas
células do epitélio intestinal e de la podem chegar a circulagdo ou serem excretados de volta ao Iimen do intestino.
Assim, o metabolismo dos polifendis no trato gastrointestinal, principalmente, pela microbiota intestinal é de
extrema importancia para os efeitos benéficos promovidos por esses compostos ao metabolismo do hospedeiro.
Figura adaptada de Oteiza et al., 2018.

Figura 6: Szyzigium cumini (L.) Skeels. A. Imagem de um espécime no campus Dom Delgado da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), Sdo Luis, MA. B. Detalhes da folha e frutos da espécie. Fonte: propria

Figura 7: Compostos polifendis identificados no Syzygium cumini e seus possiveis mecanismos de ac&o
sobre a sindrome metabolica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estimulo da secrecao
de insulina através do blogueio de canais de Ca2* tipo L nas células-p pancreaticas. Além disso, a rutina contribui
através da inibicdo da producéo hepética de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-
1,6-bifosfatase no figado. A miricetina melhora a sensibilidade insulinica periférica por aumentar a expressao de
GLUT-4 no tecido adiposo branco. Acido gélico, quercetina e rutina diminuem a sintese de colesterol por inibirem
a HMG-CoA redutase hepética. Além desses efeitos, a atividade antioxidante caracteristica desses compostos e do
S. cumini pode ser determinante para melhora das alteragdes glicémicas e lipidicas observada na sindrome
metabolica. Fonte: Chagas et al. (2015) com modificac6es.



Capitulo I:

Figure 1. Polyphenols — gut microbiota interaction and its impact on host metabolism. Polyphenols are
secondary metabolites widely distributed in fruits, vegetables and other plant-based foods in glycosylated form.
At the colon, polyphenols not absorbed in the small intestine are catabolized by distinct bacteria phyla pertaining
to gut microbiota. Those bacteria deglycosylate complex polyphenols to deliver bioactive compounds, which
modulate the microbiota by inhibiting harmful and stimulating beneficial bacteria through the biosynthesis of
microbial metabolites, such as the short chain fatty acids (SCFA). Acetate, propionate and butyrate are the most
abundant SCFA at human distal colon, where they are rapidly absorbed by colonic cells via monocarboxylate
transporters (MCT1 and SMCT1), passive diffusion or ion-exchange with bicarbonate (HCO3). Once in the
interstitial fluid, SCFA bind to GPR41 and GPR43 receptors, leading to the secretion of the gut-derived satiating
hormones PYY and GLP-1, whereas smaller amounts reach the blood stream to promote metabolic effects on
peripheral tissues, such as liver, adipose tissue, and skeletal muscles. Abbreviations: MCT1, monocarboxylate
transporter 1; SMCT1, sodium-dependent monocarboxylate transporter 1; GLP-1, glucagon-like peptide-1; GRP,
G-protein coupled receptor; PYY, peptide YY.



Capitulo 11:

Figura 1. Parametros morfométricos durante o periodo de intervencdo com a dieta. A. Peso dos animais em
gramas (g). B. Consumo energético dos animais (g/100g/dia). c. indice de Lee (IL) (g3/cm™ x 1000) avaliados
nos animais alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) durante 22
semanas apés o desmame (21 dias). As barras representam média + epm. Teste t de Student nao pareado.

Figura 2. Perfil bioquimico e resisténcia insulinica. Niveis glicémicos séricos (mg/dL) em jejum (A) e pos-
prandial (B). Niveis séricos de insulina (uIU/ml) (C). Indice TyG (D). indice HOMA-IR (E). Niveis séricos de
acidos graxos livres (F) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrao (CTR, n=6) e com a dieta rica em
sacarose (HSD, n=8) durante 22 semanas apds o desmame (21 dias). As barras representam média + epm. Teste t
de Student ndo pareado. *p < 0.05 ** p < 0.01.

Figura 3. Avaliagio da microbiota intestinal. Alfa diversidade calculada pelo indice de Shannon (A).
Abundancia relativa dos 25 géneros mais abundantes (B). Analise das principais coordenadas (PCoA) usando o
indice de dissimilaridade de Bray curtis (R? = 0.336, p = 0.001 by PERMANOVA) (C) ) avaliados nos animais
alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) apds 22 semanas de
intervencéo.

Figura 4. Abundancia relativa dos géneros mais alterados pela dieta HSD (A). Concentrag&o de AGCC nas fezes
(B). Endotoxina sérica (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6) e com a dieta rica
em sacarose (HSD, n=8) apds 22 semanas de intervencdo. As barras representam média + epm. Teste t de Student
ndo pareado. " p < 0.05 *** p < 0.001.

Figura 5. Analise histoldgica do figado apds o periodo de intervengdo com a dieta. Secgdes de amostras de
figado coradas com Qil Red para a visualizacdo de droplets de lipidios, morfologia de hepatdcitos, score para
esteatose, ballooning e inflamacgéo avaliados em ratos do grupo CTR (n=6) e HSD (n=8) (A). Conteldo de
glicogénio hepético (B). Expressao proteica da Acot9(C) e avaliagdo da acetilagdo total de proteinas por Western
blotting (D). Niveis hepéatico (E) e séricos (F) de triglicerideos apds 22 semanas de intervengdo. As barras
representam média + epm. Teste t de Student ndo pareado. * p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001.



Capitulo I1I:

Figura 1. Parametros morfométricos durante o tratamento com o EH. A. Peso dos animais em gramas (g) durante
0 periodo de 5 semanas de tratamento com o EH. B. Consumo energético dos animais durante o tratamento com o
EH. C. indice de Lee (IL) (g*3/cm™). One-way ANOVA (Newman Keuls). 2 (HSD + EH 0,50 vs CTR). ® (HSD +
EH 0,50 vs HSD). ¢ (HSD + EH 0,50 vs HSD + EH 0,25).

Figura 2. Avaliagdo da resisténcia insulinica e perfil bioquimico. A. Niveis glicémicos pré-prandiais durante o
periodo de tratamento com o EH. B. Niveis de glicose no sangue durante o teste de tolerancia a glicose (GTT). C.
Area sob a curva (AUC) dos niveis de glicose no sangue durante o GTT. D. Niveis glicémicos pds-prandiais
durante o periodo de tratamento com o EH. E. Niveis de glicose no sangue durante o teste de tolerancia a insulina
(ITT). F. Area sob a curva (AUC) dos niveis de glicose no sangue durante o ITT. G. indice TyG. H. HOMAL1-IR.
I. Niveis de insulina em jejum. J. Niveis séricos de triglicerideos. K. Niveis séricos de colesterol avaliados em
ratos CTR, HSD e tratados com o EH apds o periodo de 5 semanas. Os valores representam média = epm. One-
way ANOVA (Newman Keuls). 2 p < 0.05 comparado ao CTR, ® p < 0.05 comparado ao HSD.

Figura 3. Analise histoldgica do figado apds o tratamento com o EH. Secgdes de amostras de figado coradas
com Oil Red para a visualizacédo de droplets de lipidios, morfologia de hepatdcitos, score para esteatose, ballooning
e inflamacéo avaliados em ratos do grupo CTR (n=6), HSD (n=8), HSD+0,25EH (n=7) e HSD+0,50EH (n=7). Os
valores representam média + epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 2 p < 0.05 comparado ao CTR, b p<0.05
comparado ao HSD.

Figura 4. Avaliacio de marcadores da sinalizag&o insulinica hepatica e do estresse do reticulo endoplasmatico.
A. Nivel de glicogénio hepatico dos animais dos grupos controle (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose
(HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). B. Efeito do tratamento com o EH na expressdo da AKT no
figado de animais dos grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH
(HSD+0,25; HSD+0,50). C. Efeito do tratamento com o EH na expressdo da GRP78 no figado de animais dos
grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). As
barras representam média + epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 2 p < 0.05 comparado ao CTR, b p <0.05
comparado ao HSD.

Figura 5. Avaliagdo do efeito do EH sobre a microbiota intestinal. Abundancia relativa dos 25 géneros mais
abundantes (A) Alfa diversidade calculada pelo indice de Shannon (B). Analise das principais coordenadas (PCoA)
usando o indice de dissimilaridade de Bray Curtis (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrdo (CTR,
n=6), com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8), animais alimentados com a dieta rica em sacarose e tratados com
0 EH nas doses de 0,25¢g/Kg (HSD+0,25, n=7) e 0,50g9/Kg (HSD+0,50, n=7) apés o periodo de 5 semanas. A
andlise estatistica para o calculo da B-diversidade entre os grupos foi realizada pelo teste de Anélise multivariada
permutacional de variancia ndo-paramétrico (PERMANOVA, 999 Monte Carlo permutations).
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RESUMO

A sindrome metabolica (SM) é caracterizada pela coexisténcia de trés ou mais fatores de risco,
dentre os principais podemos citar: obesidade abdominal, disglicemia, hipertensao, resisténcia
a insulina e dislipidemia. A microbiota intestinal vem sendo amplamente investigada na Gltima
década devido a sua interagdo com muitas vias metabdlicas do hospedeiro podendo ser um fator
contribuinte de muitas desordens metabolicas. Estudos mostram que dietas suplementadas com
polifendis podem exercer acdo moduladora sobre a microbiota intestinal. A espécie vegetal
Syzygium cumini (SYZ) é amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento de
desordens metabdlicas. Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar a influéncia do extrato
hidroalcodlico (EH) rico em polifendis de SYZ sobre o eixo intestino-figado através da
modulacdo da microbiota intestinal e dos efeitos sobre o metabolismo hepatico de animais
alimentados com dieta rica em sacarose. O capitulo 1 desta tese refere-se a um estudo de revisdo
sobre a possivel associacdo entre a modulacdo da microbiota pelos polifendis e a promocéo de
efeitos benéficos ao hospedeiro através da maior producdo de &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC). No capitulo 2 sdo apresentados os resultados da investigacdo sobre o efeito da
sacarose no metabolismo glico-lipidico e na microbiota intestinal de ratos alimentados com
dieta rica em sacarose ap0s o desmame. Ratos Wistar foram alimentados com dieta padréo
(CTR; n=6) ou rica em sacarose (HSD; n = 8) por 22 semanas. Os animais HSD apresentaram
aumento de TyG (13,2%), HOMA-IR (180%) e insulina sérica (180%). Além disso, eles
também apresentaram intolerancia a glicose e a insulina. Em relagdo aos lipidios séricos, o
grupo HSD apresentou aumento dos niveis sericos de TG (134,9%) e AGL (42%) quando
comparados aos animais CTR. Esse dado é corroborado pela presenca de esteatose no figado
desses animais. A dieta rica em sacarose modificou a composicdo da microbiota intestinal de
animais HSD, particularmente associada a espécies do filo Firmicutes que foi associado a um
aumento de AGCC, principalmente o acetato. Nossos dados mostram que a dieta HSD foi capaz
de modificar a composi¢gdo da microbiota intestinal, reduzindo a diversidade bacteriana e
favorecendo o crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo alteracGes
metabdlicas significativas no eixo intestino-figado dos animais. No capitulo 3 sdo apresentados
os resultados da investigacdo acerca do efeito do EH sobre o metabolismo glico-lipidico de
ratos alimentados com dieta HSD em um modelo experimental de SM que mais se assemelham
aos humanos. Para isso, também foram utilizados ratos Wistar CTR e HSD. Os animais HSD
foram divididos em 3 grupos: HSD tratado (v.0) com EH nas doses de 0,25 g/Kg ou 0,5 g/Kg
(por 5 semanas) e HSD néo tratado. O tratamento com o EH nas duas doses, reduziu a GL em
jejum do grupo HSD quando comparados aos animais nao tratados. Esse efeito foi corroborado
com reducBes do TyG e atenuacdes das intolerancias a GL e insulina nos animais tratados com
EH. A melhora na sensibilidade a insulina foi corroborada pelo aumento do contetdo de
glicogénio hepatico nos animais tratados. O EH foi capaz de diminuir em torno de 40% os TG,
nas duas doses avaliadas, e de reverter a doenca hepética gordurosa nao-alcodlica (DHGNA).
Porém, o EH ndo foi capaz de modular a microbiota intestinal modificada pela dieta rica em
sacarose. Dessa forma, confirma-se o uso tradicional dessa planta no controle da homeostase
glicémica e, pela primeira vez, a capacidade do EH na reversdo da hipertrigliceridemia e
esteatose hepatica em um modelo de SM semelhante a humana. Entretanto, o mecanismo pelo
qual o EH melhora esses parametros metabolicos ndo envolve a modulagdo da microbiota
intestinal.

Palavras-chave: microbiota intestinal; dieta rica em sacarose; hipertrigliceridemia; polifenais;
Syzygium cumini.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS) is characterized by the coexistence of three or more risk factors,
among the main ones we can mention: abdominal obesity, dysglycemia, hypertension, insulin
resistance and dyslipidemia. The gut microbiota has been extensively investigated in the last
decade due to its interaction with many metabolic pathways of the host and may be a
contributing factor to many metabolic disorders. Studies show that diets supplemented with
polyphenols can exert a modulating action on the gut microbiota. The Syzygium cumini (SYZ)
is widely used in traditional medicine to treat metabolic disorders. Therefore, the objective of
our work was to evaluate the ability of the hydroalcoholic extract (EH) rich in SYZ polyphenols
to modulate the gut microbiota and its possible influence on the gut-liver axis of animals fed a
high-sucrose diet. Chapter 1 of this thesis refers to a review study on the possible association
between the modulation of the microbiota by polyphenols and the promotion of beneficial
effects to the host through the greater production of short-chain fatty acids (SCFA). Chapter 2
presents the results of research on the effect of sucrose on glyco-lipid metabolism and on the
intestinal microbiota of rats fed a high-sucrose diet after weaning. Wistar rats were fed a
standard diet (CTR; n = 6) or high sucrose (HSD; n = 8) for 22 weeks. HSD animals showed
an increase in TyG (13.2%), HOMA-IR (180%) and serum insulin (180%). In addition, they
also showed glucose and insulin intolerance. Regarding serum lipids, the HSD group showed
an increase in serum levels of TG (134.9%) and AGL (42%) when compared to CTR animals.
This data is corroborated by the presence of steatosis in the liver of these animals. The high-
sucrose diet modified the composition of the intestinal microbiota of HSD animals, particularly
associated with species of the Firmicutes phylum, which was associated with an increase in
SCFA, mainly acetate. Our data show that the HSD diet was able to modify the composition of
the gut microbiota, reducing bacterial diversity and favoring the growth of SCFA-producing
species, promoting significant metabolic changes in the gut-liver axis of animals. Chapter 3
presents the results of research on the effect of EH on the glyco-lipid metabolism of rats fed an
HSD diet in an experimental model of MetS that most resembles humans. For this, Wistar rats
were fed standard diets (CTR) or high in sucrose (HSD) for 17 weeks. After this period, the
HSD animals were divided into 3 groups: HSD treated (v.0) with EH at doses of 0.25 g / Kg or
0.5 g/ Kg (for 5 weeks) and untreated HSD. The treatment with HE in both doses reduced the
fasting GL of the HSD group when compared to untreated animals. This effect was corroborated
with reductions in TyG and attenuation of intolerances to GL and insulin in animals treated
with HE. The improvement in insulin sensitivity was corroborated by the increase in the hepatic
glycogen content in the treated animals. EH was able to decrease TG around 40%, in the two
doses evaluated, and to reverse non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). However, EH was
not able to modulate the intestinal microbiota, which was totally modified by the high-sucrose
diet. Thus, the traditional use of this plant in the control of glycemic homeostasis and, for the
first time, the ability of HE to reverse hypertriglyceridemia and hepatic steatosis in a human-
like MetS model are confirmed. However, the mechanism by which EH improves these
metabolic parameters does not involve modulation of the gut microbiota.

Key words: gut microbiota; high-sucrose diet; hypertriglyceridemia; polyphenols; Syzygium
cumini.
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1 Introducéo

A sindrome metabdlica (SM) é uma definicdo clinica que engloba um conjunto
de fatores de risco metabolicos que predispdem os individuos ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
e doencas cardiovasculares (Finicelli et al. 2019). Dentre os fatores de risco podemos citar:
obesidade abdominal, disglicemia, hipertensdo, resisténcia a insulina e dislipidemia. A SM é
caracterizada pela coexisténcia de pelo menos trés desses fatores (Alberti et al. 2009). Apesar
de sua maior incidéncia em paises industrializados, a SM tem aumentado em outras regides,
por exemplo, no sudeste asiatico (Rochlani et al. 2017). De acordo com o International Diabetes
Federation (IDF), é estimado que 25% da populagdo mundial apresente SM, sendo a populacdo
dos Estados Unidos a mais afetada, e, em seguida, a populacdo europeia. Dessa forma, a SM
vem sendo tratada como um desafio urgente para a salide humana, por trazer graves implicacdes
aos sistemas nacionais de saude (Nolan et al. 2017). No Brasil, ndo existe dados sobre a
porcentagem de individuos com SM, embora podemos estimar uma alta prevaléncia uma vez
que o Ultimo inquérito domiciliar realizado demonstrou que 55,4% dos individuos adultos
estavam com sobrepeso. Desses, 20,3% estavam obesos, sem diferengas entre 0s sexos

(VIGITEL 2019).

A resisténcia insulinica (RI) e a hiperinsulinemia sdo fortes preditores para 0 DM2 e
sdo decorrentes da insensibilidade a insulina nos principais tecidos metabolicos (tecido adiposo,
musculo esquelético e figado). O acumulo de triglicerideos (TG) no tecido adiposo branco
(TAB) contribui para o surgimento de inflamagé&o cronica local e, consequente, aumento de
citocinas pro-inflamatdrias. A presenca dessas citocinas associadas ao estresse oxidativo,
interfere na sinalizagéo insulinica no TAB resultando em um quadro de resisténcia insulinica
(RI) (Heymsfield and Wadden 2017a). Como consequéncias da R1 tem-se a maior liberagdo de
acidos graxos livres (AGL) pelo TAB e estimulo da lipogénese no figado, o que favorece o

aparecimento das dislipidemias (Taskinen and Borén 2015). A disfuncéo do adipocito estimula
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o figado a sintetizar mais TG, tanto pela maior captagdo de AGL da circulacdo, como pela
sintese de novo de lipidios em consequéncia da hiperinsulinemia provocada pela RI. Como
resultado do maior acumulo de gordura hepatica, o figado exportard maiores quantidades de
TG na forma de very low density lipoprotein (VLDL), contribuindo, dessa forma, tanto para o
desenvolvimento da esteatose hepatica ndo-alcoodlica (EHNA) como da hipertrigliceridemia

(Eslamparast, Tandon, and Raman 2017).

Muitos estudos tém demonstrado que o elevado consumo de agucares de adi¢do esta
associado com o desenvolvimento da SM. Esses acucares adicionados aos alimentos
contribuem para o rapido aumento dos niveis séricos de glicose e insulina, que estd associado
a resisténcia insulinica e a SM (Zhang et al. 2018). Particularmente, sacarose e frutose, estdo
associados ao aumento dos niveis de triglicerideos na circulagdo, promovendo assim, 0 aumento
da lipogénese de novo hepética e a diminuicdo da sensibilidade a insulina no figado, como
também podem contribuir para o desenvolvimento da doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica
(DHGNA) (Hannou et al. 2018). Dietas ricas em aclcar podem modificar a composic¢do da
microbiota intestinal, reduzindo especificamente a diversidade bacteriana e favorecendo o
aumento da abundancia de grupos especificos associados ao desenvolvimento de desordens
metabdlicas (de Oliveira Neves et al. 2020). Além disso, dietas com excesso de agicar podem
causar danos ao epitélio intestinal, aumentando a permeabilidade do mesmo, favorecendo

assim, a endotoxemia metabdlica e a esteatose hepatica (Satokari 2020).

Atualmente, existem fortes evidéncias de que a inflamacdo crénica sub-clinica,
processo importante para o desenvolvimento de desordens metabolicas como a SM, é
decorrente da interag&o entre a dieta do individuo e sua microbiota intestinal (Cani et al. 2012).
Além do tecido adiposo, estudos demonstraram que o intestino € uma fonte importante de
mediadores inflamatorios que interferem na sinalizacdo insulinica, promovendo a RI (Ding et

al. 2010; Ding and Lund 2011; Lam et al. 2012). Camundongos germ free (GF) geralmente ndo
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desenvolvem obesidade, RI e inflamacdo intestinal induzida por dieta rica em gordura. No
entanto, quando esses camundongos foram colonizados com a microbiota de animais obesos,
desenvolveram o mesmo perfil associado a SM dos doadores (Backhed et al. 2004; Turnbaugh

et al. 2006).

O microbioma intestinal corresponde a uma complexa comunidade de microrganismos
(bactérias, fungos e virus) residentes em nosso intestino (Cani 2018). Altera¢cGes na composicao
e abundancia de filos dominantes na microbiota intestinal tem sido associada com a obesidade
(Ley, Backhed, et al. 2005; Ley et al. 2006; Turnbaugh et al. 2006; Turnbaugh et al. 2007). A
SM resultante da obesidade tem sido associada a endotoxemia metabdlica, processo definido
pela elevada concentracdo de LPS na circulacdo derivado da microbiota intestinal (Cani et al.
2007; Moreira et al. 2012). O LPS pode, assim, contribuir para o desenvolvimento de processos
inflamatorios crénicos, resisténcia insulinica, diabetes e doenca hepatica gordurosa nao-

alcodlica (Jayakumar and Loomba 2019; Sharma and Tripathi 2019).

Estratégias usadas em todo o mundo para 0 manejo e tratamento da SM, estdo
direcionadas, principalmente, para a combinagdo de mudancas no estilo de vida e intervencgéo
farmacoldgica. Porém, essa estratégia nao tem sido eficaz na reducdo da prevaléncia da SM
(Finicelli et al. 2019). Nesse contexto, surge a necessidade da busca por novas abordagens.
Entre elas, o uso de farmacos derivados de plantas se apresentam como fonte de compostos
bioativos e, portanto, com potencial terapéutico para atuar em diferentes vias metabdlicas e
tambem na modulacgéo da microbiota intestinal, visando efeitos benéficos a satde do hospedeiro

(Li, Watanabe, and Kimura 2017).

Estudos com polifendis vem demonstrando a importancia desses compostos na
prevencdo e tratamento da SM, seja através da participacdo em mecanismos bioquimicos e
moleculares, atuando em vias de sinalizacéo intra e intercelulares (Kim, Quon, and Kim 2014;

Fraga, Oteiza, and Galleano 2018) ou atuando na modulacéo da microbiota intestinal (Queipo-
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Ortufio et al. 2012; Etxeberria et al. 2015; Lin et al. 2019). Estes compostos sdo um grupo
heterogéneo de moléculas presentes em plantas e abundantes na alimentacdo humana que
podem promover beneficios a saude, particularmente associados a prevencdo de doencas
crénicas, tendo sua acdo antioxidante como principal propriedade (Tsao 2010). Além disso,
comprovadamente modulam a microbiota intestinal inibindo o crescimento de bactérias nocivas
(Duda-Chodak et al. 2015) e favorecendo o crescimento de bactérias benéficas que contribuem
para a reducao da permeabilidade intestinal como também ajudam na prevencéo e tratamento
da obesidade (Neyrinck et al. 2013; Lin et al. 2019).

Szyzigium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) se destaca por ser amplamente usada na
medicina tradicional para o tratamento de varias patologias, principalmente o diabetes (Ayyanar
and Subash-Babu 2012). Por essas propriedades, essa espécie foi incluida na Relacdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL and Saude 2009). Como
demonstrado por Chagas et al. (2015), ha varios compostos fendlicos identificados no S. cumini
gue podem atuar melhorando distirbios metabolicos como a hiperglicemia (Sharma,
Balomajumder, and Roy 2008b; Sharma et al. 2008; Schoenfelder et al. 2010; Ramya,
Neethirajan, and Jayakumararaj 2012; Silva et al. 2012; Tripathi and Kohli 2014), resisténcia
insulinica (Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b; Sharma et al. 2008; Ulla et al. 2017),
hipertrigliceridemia (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005a; Sharma et al. 2008;
Schoenfelder et al. 2010; Patel, Shah, and Goyal 2009; Sanches et al. 2016; Franca et al. 2019),
esteatose hepatica (Sanches et al. 2016; Ulla et al. 2017; Franca et al. 2019), além de atuar como
antioxidante (Arun et al. 2011a; Aqil et al. 2012; Tripathi et al. 2013; Sanches et al. 2016; Ulla
etal. 2017).

Alguns estudos com extratos ricos em polifendis demonstraram a capacidade destes em
modular a microbiota intestinal de animais alimentados tanto com dieta rica em gordura quanto

em acucar (Anhe et al. 2015; Henning et al. 2018; Wang, Tang, et al. 2018). Resultado
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semelhante foi observado em estudo com humanos (Moreno-Indias, Sanchez-Alcoholado, et al.
2016). A modulacdo da microbiota intestinal foi associada com a reducdo da inflamacéo
sistémica e aumento da sensibilidade insulinica hepatica (Anhe et al. 2015; Lee et al. 2018),
além da reducéo da esteatose hepatica (Anhé et al. 2018; Lee et al. 2018).

Apesar de haver alguns estudos que indiquem por quais mecanismos hepaticos ou
adipocitarios o extrato hidroalcoodlico (EH) de S.cumini possa estar agindo (Sharma,
Balomajumder, and Roy 2008b), ha uma grande probabilidade de que sua atuacdo possa ser
pela modulacdo da microbiota intestinal, uma vez que o extrato tem uma grande presenca de
compostos fendlicos, os quais possuem essa propriedade, ja evidenciada em experimentos com
extratos ricos em polifenois, descritos acima. Portanto, visto que ndo existe estudos avaliando
o efeito do extrato de S. cumini sobre a composi¢do da microbiota intestinal, hipotetizamos que
0 EH é capaz de alterar a composicdo da microbiota intestinal modulando o eixo intestino-

figado de animais alimentados com dieta rica em sacarose.

2 Referencial tedrico

2.1 Sindrome Metabdlica: definicdo e epidemiologia

A sindrome metabdlica (SM) foi inicialmente descrita em 1988 (Reaven 1988), sendo
caracterizada pela coexisténcia de trés ou mais fatores de risco, dentre os principais podemos
citar: obesidade abdominal, disglicemia, hipertensdo, resisténcia a insulina e dislipidemia
(Alberti et al. 2009). A prevaléncia global de SM varia de acordo com fatores geograficos e
dados sociodemograficos, bem como o critério usado para diagnostico. Segundo dados de uma
pesquisa realizada em 2015 (National Health and Nutrition Examination Survey), 35% dos
adultos nos Estados Unidos (EUA) tinham diagndéstico de SM (30,3% em homens e 35,6% em

mulheres) (Aguilar et al. 2015). Em pesquisa anterior, foi observada uma prevaléncia de SM
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entre mulheres afro-americanas de 57% e de 26% entre mulheres hispanicas (Grundy 2008).
Entre adolescentes americanos foi estimada uma prevaléncia de 10,1% (Miller et al. 2014).
Estima-se que muitos individuos com SM sejam assintomaticos, mas com um risco considerado
elevado para a ocorréncia de um primeiro evento coronariano dentro de um periodo de 10 anos.

Atualmente, existe um sub-diagndstico e sub-tratamento da SM (Aguilar et al. 2015).

A prevaléncia de SM geralmente corresponde a prevaléncia de obesidade. A
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define obesidade como o acumulo excessivo de gordura
que pode prejudicar a sadde e tem seu diagndstico baseadono valor do Indice de Massa
Corporea (IMC) > 30 kg/m? (WHO, 2000). A prevaléncia de IMC > 30 kg/m? varia de 3,7% no
Japéo a 38,2% nos EUA (OECD, 2017). De maneira alarmante, a prevaléncia de obesidade
aumentou em todo o mundo entre 1975 e 2016. Entre criancas e adolescentes, o aumento foi de
0,7% para 5,6% em meninos e de 0,9% para 7,8% em meninas ("Worldwide trends in body-
mass index, underweight, overweight, and obesity from 1975 to 2016: a pooled analysis of 2416
population-based measurement studies in 128-9 million children, adolescents, and adults"
2017). Entre adultos, no mesmo periodo, foi de 3,2% para 10,8% em homens e de 6,4% para
14,9% em mulheres. Em 2014, 0,64% de homens e 1,6% de mulheres apresentavam obesidade
morbida (IMC > 40 kg/m?) ("Trends in adult body-mass index in 200 countries from 1975 to
2014: a pooled analysis of 1698 population-based measurement studies with 19-2 million
participants” 2016). No Brasil, de acordo com a Ultima pesquisa realizada por inquérito
telefonico pelo Ministério da satde (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefonico-VIGITEL), revelou que 55,4% dos individuos adultos
estavam com sobrepeso. Desses, 20,3% estavam obesos, sem diferengas entre 0s sexos

(VIGITEL 2019).

A obesidade aumenta o risco para doengas metabdlicas (diabetes mellitus tipo 2 e a

doenga gordurosa hepatica), doencas cardiovasculares, doenca de Alzheimer, depressdo e
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alguns tipos de cancer. Além disso, a obesidade pode provocar a reducdo da qualidade de vida,

desemprego e baixa produtividade (Bluher 2019).

2.2 Fisiopatologia da Sindrome Metabdlica

A ampla variacdo na distribuicdo geogréafica da sindrome metabdlica (SM) enfatiza a
importancia de fatores ambientais e estilo de vida no desenvolvimento desta patogénese, como,
por exemplo, 0 consumo excessivo de alimentos altamente caldricos e a auséncia de atividade
fisica. O aumento da adiposidade tem se apresentado como o principal fator causal para o
desenvolvimento das principais vias envolvidas na determinacdo do quadro da SM. Por isso,
dentre os mecanismos fisiopatoldgicos da SM destaca-se a resisténcia insulinica no tecido
adiposo branco e a, consequente, maior liberacdo de acidos graxos livres para circulacdo
(Figura 1). Além disso, o maior consumo de dietas ricas em carboidratos (DRC) estimula a
maior sintese de lipideos e reduz o contetido de glicogénio no musculo esquelético e figado, o
que contribui para instalacdo de uma resisténcia insulinica sisttémica e, consequentemente,
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e esteatose hepatica (Figura 1) (Samuel and Shulman

2012).
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Figura 1. Papel da sensibilidade insulinica na fisiopatologia da sindrome metabdlica. Em condi¢Ges normais
(sensibilidade a insulina), logo ap6s a ingestao de alimentos ricos em carboidratos ocorre 0 aumento de glicose no
plasma estimulando a secrecdo de insulina pelas células B pancreaticas. Este hormdnio ird atuar nos tecidos para
promover o estoque de calorias provenientes da dieta. No musculo esquelético, a insulina aumenta a captacdo de
glicosee, consequentemente, a sintese de glicogénio. No figado, a insulina inibe a gliconeogénese e estimula tanto a
sintese de glicogénio e como a lipogénese de novo (LDN). No tecido adiposo branco (TAB), ela suprime a lip6lise
e promove a lipogénese. Na condi¢do de sindrome metabolica o acimulo ectépico de lipidio prejudica a sinaliza¢do
insulinica. Portanto, diminui a captacdo de glicose pelo musculo e, também, a sintese de glicogénio nas células desse
tecido. No figado, a insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogénese e ativar a sintese de glicogénio. Além
disso, induz mais LDN com consequente desenvolvimento da doenga hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA).
No TAB insensivel a insulina, ocorre 0 aumento da lipdlise, levando ao aumento da liberacéo de &cidos graxos livres
na circulacdo, favorecendo o acumulode lipideos no miécitos (IMCL) e manutencdo da DHGNA. Dessa forma, a
resisténcia insulinica periférica é exarcebada o que acabada contribuindo para a deficiéncia da secrecdo de insulina
pelas células B pancreéaticas promovendo, entdo, a hiperglicemia. Figura adaptada de Samuel & Shulman, 2012.

A sinalizacdo insulinica participa do controle de varias funcbes celulares como
proliferacdo, crescimento e morte celular, além das sinteses de proteinas, glicose e lipidios
(Riehle and Abel 2016). Para que essa sinalizacdo ocorra de forma satisfatoria € necessario que
esse hormonio desencadeie fosforilagdes sucessivas em residuos de tirosina em seu receptor. A
subunidade catalitica da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) desencadeia uma nova sequéncia de
reacOes de fosforilacdo que tem como alvo principal a ativacdo da proteina quinase B ou Akt.

Uma vez ativada, a Akt pode fosforilar e inativar a glicogénio sintase quinase 3 (GSK3)
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permitindo a sintese de glicogénio (Roberts, Hevener, and Barnard 2013). No tecido adiposo, a
ativacdo da PI3K/Akt promove a supressdo da lipolise (Choi et al. 2010). A captacgéo celular de
glicose dependente de insulina é estimulada pela migragéo da proteina transportadora de glicose
(GLUT4) para a membrana celular e, consequente, transporte de glicose para dentro da célula.
Além de promover o estoque de glicose, a insulina inibe a gliconeogénese e a glicogendlise,
como também estimula a transcri¢cdo de genes codificantes de enzimas envolvidas nas vias
glicoliticas e sintese de &cidos graxos. No figado, a insulina inibe a transcricdo e atividade de

enzimas envolvidas na gliconeogénese (McCracken, Monaghan, and Sreenivasan 2018).

Entretanto, a ingestdo em excesso de nutrientes como gorduras e agUcares simples
induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio em varios tecidos, o que ativa
quinases de serina e treonina, favorecendo a maior fosforilagdo desses aminoécidos no receptor
de insulina e em seus substratos, o que contribui para desenvolvimento do quadro de resisténcia
insulinica (RI) (Evans et al. 2005). A reducdo da sensibilidade a insulina em tecidos alvos a
acdo desse hormonio, é um fator chave para o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Logo no inicio, as células B do pancreas aumentam a quantidade de insulina secretada
na circulagdo como um mecanismo de compensacdo para a manutencdo da homeostase de
glicose. Porém, a hiperinsulinemia promove maior acumulo de gordura no figado e,

consequente, hipertrigliceridemia (Czech 2017).

O tecido adiposo possui um papel central na patofisiologia da SM. Os adipécitos
constituintes do tecido adiposo branco (TAB) séo os principais responsaveis pelo estoque de
triglicerideos. Dessa forma, podem sofrer hipertrofia e hiperplasia em resposta ao excesso de
nutrientes, o que pode resultar em déficit no suprimento de sangue com a inducdo de um estado
de hipoxia, o que leva a uma disfuncdo dos adipocitos (Halberg, Wernstedt-Asterholm, and
Scherer 2008). Nessa condi¢cdo, hd maior secrecdo de adipocinas pro-inflamatorias por essas

células (IL-6, TNF-a), resultando em um estado inflamatorio cronico sub-clinico ao nivel
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sistémico. A hidrolise de triglicerideos dentro do adipdcito promove a liberacdo de acidos
graxos livres (AGL). Portanto, elevados niveis de AGL, citocinas inflamatorias e intermediarios
de lipidios interferem na sinalizacdo insulinica, contribuindo dessa forma para o

desenvolvimento da RI nesse tecido (Tchkonia et al. 2013).

A concentracdo dos AGL na circulacgdo é regulada principalmente pela acdo da insulina
no TAB através da supresséo da atividade lipolitica nos adipécitos. Assim, no quadro de RI ha
aumento da liberacdo dos AGL pelo TAB (McCracken, Monaghan, and Sreenivasan 2018).
Com o maior influxo de AGL nos tecidos, hd o acimulo de gordura fora do tecido adiposo
(gordura ectdpica), como no musculo esquelético e figado, o que favorece a producdo de
intermediarios da B-oxidacdo lipidica como os diacilgliceréis (DAG) e ceramidas (Samuel and
Shulman 2012). Esses lipideos aumentam a atividade das PKCs, o que diminui a fosforilagéo
dos residuos de tirosina no receptor de insulina, contribuindo ainda mais para o quadro de RI
sistémico (Freidenberg et al. 1988; Petersen and Shulman 2018). O figado tem papel essencial
na manutencdo da homeostase de lipidios e balanco energético através de multiplas vias
metabdlicas como, por exemplo, a lipogénese de novo (LDN), captagcdo de &cidos graxos,
oxidacdo de acidos graxos e exportacdo de triglicerideos. Ocorre entdo, uma coordenada
supressao da gliconeogénese e da glicogendlise, com ativacdo da sintese de glicogénio
(Petersen and Shulman 2018). A sinalizacdo insulinica através da Akt no figado ativa a sintese
de acidos graxos a partir da glicose e aminoacidos, via da LDN, que culmina com o
empacotamento de triglicerideos (TG) em vesiculas de lipoproteinas de baixa densidade
(VLDL) para exportacdo e captacao pelos tecidos perifericos (Biddinger et al. 2008). Porém,
sob condic¢des de hiperglicemia e hiperinsulinemia, a via lipogénica é continuamente estimulada
promovendo uma elevada producdo de TG, favorecendo, assim, o0 aparecimento das

dislipidemias (Samuel and Shulman 2016).
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O excessivo acumulo de lipidios no hepatocito resulta na doenca hepética gordurosa
ndo-alcoolica (DHGNA). A DHGNA ¢ a mais frequente desordem hepética cronica na
populacéo a nivel global (Kitade et al. 2017) e a terceira principal causa de hepatocarcinoma
(HCC). A DHGNA inclui diferentes estagios de gravidade da doenca, variando de esteatose a
esteato-hepatite (NASH), que pode evoluir para cirrose e HCC. A esteatose hepatica esta
presente em até 70% dos pacientes com DM2 e 90% dos pacientes obesos, sendo fator de risco
direto para as doencas cardiovasculares, as principais causas de mortalidade no mundo

(Vallianou et al. 2019).

2.3 AcuUcares de adicdo e a sindrome metabdlica

Os acucares sao encontrados naturalmente em frutas, vegetais, alguns graos, leite
humano, leite e seus derivados, mas também sdo adicionados aos alimentos durante o processo
de preparacdo/producao ou adicionados no momento do consumo (Fidler Mis et al. 2017). O
termo “aglicares de adi¢ao” refere-se a sacarose, frutose, glicose, hidrolisado de amido (xarope
de glicose ou xarope rico em frutose) e outras preparac@es de acuUcar isolados usadas para tal
ou adicionadas durante a preparacdo ou fabricacdo do alimento (Bresson et al. 2009). O
principal acucar usado em alimentos processados € a sacarose, um dissacarideo constituido por
dois acucares simples, glicose e frutose. Na década de 60, a demanda por acucar em alimentos
e bebidas industrializadas levou a cria¢do do xarope de milho rico em frutose, uma mistura de
glicose e frutose feita a partir do amido de milho por uma conversao enzimatica de glicose em
frutose. O consumo desses agucares, em refrigerantes e em outras bebidas adogadas com agucar,

aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas (Giugliano et al. 2018).

Estudos epidemiologicos em todo mundo mostram que a ingestéo total de agUcar varia

de 14,5 a 21,9% da energia total ingerida diariamente entre adultos de paises como a Italia e os
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Estados Unidos (EUA) (Wittekind and Walton 2014). Em alguns paises Latino-Americanos
como o Brasil, o consumo de acUcares de adi¢do esta em torno de 25% da energia total ingerida
diariamente, principalmente na infancia, sendo que cerca de 60% da populacao em geral relatou

consumir aclcar de maneira excessiva (Fisberg et al. 2018).

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) destacou o consumo de acucar livre, definido
como a soma de agUcares naturalmente presentes no mel, xaropes, sucos de frutas e
concentrados de suco de frutas, sendo associado a uma dieta de méa qualidade, além do risco
aumentado para o desenvolvimento de carie dentaria, obesidade e doengas cronicas ndo
transmissiveis (Organization 2015). O elevado consumo de bebidas adogadas com acucar esta
associado com o aumento da prevaléncia de SM, elevado risco para obesidade e 0 risco
aumentado para o desenvolvimento do diabetes (Giugliano et al. 2018). Estudos mostraram que
a frutose, principal componente de refrigerantes e de aglcares de adicdo em geral, parece ser
particularmente nociva ao ser associada com o desenvolvimento de fatores de risco relacionados
a SM, incluindo obesidade, dislipidemia, esteatose hepatica, hipertensao, resisténcia insulinica

e diabetes (Johnson et al. 2017; Hannou et al. 2018).

Além disso, o consumo excessivo de frutose pode ter significativos efeitos no
metabolismo de lipidios, contribuindo para a esteatose hepatica e para o aumento dos niveis
séricos de triglicerideos na forma de very low-density lipoprotein (VLDL). O acimulo de
lipidios no figado resulta da combinacdo do aumento da lipogénese de novo (DNL) hepética,
esterificacdo de acidos graxos pre-formados derivados da dieta ou do tecido adiposo,
diminuicdo da secre¢édo de VLDL e reducao da oxidacao hepatica de acidos graxos. Alem disso,
a frutose contribui para a producéo de triglicerideos pelo figado, atuando como substrato para
a sintese de acidos graxos e triglicerideos e pela ativacao do sistema de sinalizagcdo que aumenta
a producdo de lipidios (Sobrecases et al. 2010; Crescenzo et al. 2013; Hannou et al. 2018).

Dessa forma, contribui para contribuindo para o desenvolvimento da esteatose e resisténcia
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inuslinica hepatica (Ter Horst and Serlie 2017). Adicionalmente, o consumo elevado desse
monossacarideopode induzir a resisténcia a leptina que em contrapartida, promove 0 aumento

da ingestdo de alimentos e obesidade (Zhang, Jiao, and Kong 2017).

Estudos vem mostrando que os agucares também estdo envolvidos na regulacdo de
processos metabolicos via acetilacdo de proteinas no tecido hepéatico (Meyer et al. 2018; Softic
et al. 2019). Este processo é a principal modificagdo pds-traducional a ocorrer em eucariotos.
Trata-se da transferéncia de um grupo acetil proveniente da acetil-coenzima A (acetil-CoA)
para um sitio especifico na sequéncia de aminoécidos da proteina (Drazic et al. 2016). A adicéo
de grupos acetil aos residuos de lisina de proteinas ndo-histonicas, neutraliza a carga positiva
de grupos g-amino, podendo afetar a estrutura e a atividade da proteina (Ali et al. 2018). A
acetilagdo e dependente da disponibilidade do nutriente. Por exemplo, periodos de jejum ou
restricdo caldrica aumenta a oxidacao de &cidos graxos e, dessa forma, aumenta a producédo de
acetil-CoA, que pode servir como substrato para a acetilagdo de proteinas mitocondriais (Kim
et al. 2006; Schwer et al. 2009). A conversédo do piruvato em acetil-CoA também contribui para
0 pool de acetil-CoA tanto a nivel mitocondrial quanto a nivel nuclear, alterando os padrdes de

acetilagdo de proteinas histénicas e ndo-histénicas (Menzies et al. 2016).

No processo de acetilacdo dos residuos de lisina de proteinas estdo envolvidas enzimas
chamadas de acetiltransferases de lisina (KATS). Esse processo pode ser reversivel, sendo um
alvo crucial para a ativacdo e desativacao de certas vias celulares, especialmente para processos
de regulacdo transcricional de genes, e depende da participacdo das chamadas deacetilases de
lisina (KDACs). Estas enzimas sdo divididas em dois grupos distintos com diferentes
mecanismos cataliticos: deacetilases de histonas (HDACs) dependentes de Zn* e Sirtuinas
dependentes de NAD* (nicotinamida adenina dinucleotideo). Portanto, a acetilacdo é
dependente de acetil-CoA e as sirtuinas usam NAD™ como co-substrato (Figura 2) (Drazic et

al. 2016; Verdin and Ott 2015).
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Figura 2. A relacéo entre acetilagdo de proteinas e metabolismo. O metabolismo pode influenciar a acetilagdo
de proteinas através de mudangas na concentracdo intracelular de NAD™ e acetil-coenzima A (acetil-CoA). Por
exemplo, a concentracgdo relativa de NAD* aumenta, levando ao aumento da atividade enzimética de sirtuinas e a
deacetilacdo de seus alvos. A atividade de acetiltransferases varia de acordo com a concentracéo de acetil-CoA.
Quando houver aumento da carga de nutrientes e a concentracdo de acetil-CoA aumentar, o aumento da atividade
da acetiltransferase promoveré a acetilacéo de proteinas alvo. Fonte: Verdin & Ott (2014) com modificac6es.

Nicotinamida + acetil-ADP-
ribose

Alguns eventos de acetilacdo de residuos de lisina podem ocorrer de maneira ndo
enzimatica via interacdo direta da proteina com a acetil-CoA. Esta reacdo seria favorecida pelo
pH elevado e pelas altas concentracgdes de acetil-CoA, condig¢des que certamente estdo presentes
na mitocondria (Baeza, Smallegan, and Denu 2015). Nesse contexto, um estudo recente
mostrou o papel de uma proteina mitocondrial chamada acil-CoA tioesterase (Acot9) no tecido
hepatico, a qual estd envolvida no transporte de acetil-CoA para o ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA). Foi mostrado que animais knockout para a Acot9 apresentavam maiores niveis de
acetilagdo de proteinas hepaticas ao contrario dos animais com a expressdo normal desta
proteina. Os autores sugerem que a presenca da Acot9 acaba sendo um fator limitante da
disponibilidade de acetil-CoA para os processos de acetilacdo de proteinas (Steensels et al.

2020).

Dietas ricas em acucar também sdo capazes de alterar a composicdo da microbiota

intestinal, principalmente reduzindo a diversidade bacteriana. Dessa forma, alguns grupos
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especificos acabam sendo favorecidos e tem a sua abundancia aumentada (Do et al. 2018; Laffin
et al. 2019). Neves et al. (2020) observaram que ratos Wistar alimentados com uma dieta rica
em acucar (36, 32% do contetdo de carboidratos foi referente a adi¢do de sacarose) por 15
semanas, apresentaram aumento da abundancia de sub-classes pertencentes ao filo
Proteobacteria, grupos esses associados ao desenvolvimento de desordens metabdlicas como a
obesidade (de Oliveira Neves et al. 2020). Além disso, o epitélio intestinal pode ser prejudicado
tendo a sua permeabilidade aumentada e permitindo a translocacdo de metabdlitos bacterianos
como o LPS, favorecendo o desenvolvimento de endotoxemia metabdlica e processos
inflamatdrios no proprio epitélio intestinal como a doenca inflamatdria intestinal (Khan et al.

2020; Laffin et al. 2019; Satokari 2020).

2.4 Papel da microbiota intestinal na sindrome metabolica

Ao longo do seu processo evolutivo, os seres humanos evoluiram em conjunto com uma
grande diversidade de microrganismos, hoje denominada microbioma. Essa relacao de simbiose
foi imprescindivel para a adaptacdo a novas fontes de alimentos e a exploracdo de novos
ambientes pelos individuos da nossa espécie (McFall-Ngai et al. 2013) como também para a
manutencdo do nosso estado de salde. O microbioma intestinal corresponde a uma complexa
comunidade de microrganismos (bactérias, fungos e virus) residentes em nosso intestino (Cani
2018). E estimado que o nimero de células microbianas seja 10x maior que o nimero de nossas
préprias células, sendo o genoma bacteriano constituido por cerca de 10 milhdes de genes que
complementam as func¢des do genoma humano, conferindo uma maior diversidade metabolica
(Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh, Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende,
Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap, Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier,
Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li,

Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Doré, et al. 2010).
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A maioria das espécies presentes na microbiota intestinal humana sdo constituintes dos
filos Firmicutes e Bacteroidetes, como também podem estar presentes, geralmente em menor
numero, espécies pertencentes aos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e
Verrucomicrobia ("Structure, function and diversity of the healthy human microbiome™ 2012).
As proporcoes relativas de cada um desses filos variam entre os individuos como também no

préprio individuo ao longo de sua vida (Yatsunenko et al. 2012).

Muitos nutrientes comuns na dieta humana como gorduras, agucares simples e proteinas
sdo completamente digeridos, enquanto outros, principalmente carboidratos complexos, néo
sdo completamente digeridos. Dessa forma, varios carboidratos que nao sdo digeridos no trato
gastrointestinal superior s&o fermentados pela microbiota intestinal. Como resultado dessa
fermentacdo, muitos metabolitos sdo gerados, incluindo os &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) como o acetato, o butirato e o proprionato. Esses metab6litos microbianos estéo
envolvidos em varios processos fisiologicos desde o metabolismo energético, lipidico e da
glicose até processos imunes, inflamatdrios e cancer (Cani and Jordan 2018). Além disso, a
microbiota intestinal sintetiza vitaminas e aminoacidos essenciais, como também participa da
degradacdo de xenobioticos e regulacdo do sistema imune (Gill et al. 2006; Lozupone et al.

2012).

A composicao da microbiota intestinal pode ser alterada por varios fatores, como o0 uso
de antibidticos, probidticos e suplementos dietéticos, a dieta e o tipo de ambiente ao qual este
individuo esta exposto (Tamburini et al. 2016). Alteragdes na diversidade ou estrutura da
microbiota intestinal conhecida como dishiose pode afetar o metabolismo do hospedeiro
favorecendo o desenvolvimento de obesidade e demais desordens metabdlicas como
dislipidemias, diabetes e doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) (Vallianou et al.

2019).
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A relagéo entre microbiota intestinal e obesidade foi estabelecida a partir de estudos
com camundongos germ-free (GF) (Brahe, Astrup, and Larsen 2016). Um estudo demonstrou
que camundongos GF adultos que foram colonizados com a microbiota de animais criados em
condigdes convencionais apresentaram um aumento de 60% de gordura corporal e resisténcia a
insulina mesmo tendo um consumo de racao reduzido. Os autores sugerem gue a microbiota foi
capaz de suprimir a expressdo do fator adipocitario induzido por jejum (Fiaf) nos camundongos
convencionalizados, com consequente aumento da atividade da lipoproteina lipase (LPL) o que
favoreceu o estoque de triglicerideos nos adipdcitos desses animais (Béckhed et al. 2004). Em
outro estudo, a colonizacdo de animais GF com a microbiota de animais obesos, resultou em
ganho de massa gorda nesses animais (Turnbaugh et al. 2006). Camundongos GF
convencionalizados (colonizados com a microbiota de animais GF criados em condicdes
normais) e alimentados com dieta rica em gordura e acUcar apresentaram uma reducdo na
expressao da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) fosforilada no musculo e no figado.
Com isso, ocorreu reducdo na oxidacdo de &cidos graxos e aumento do estoque de gorduras

(Béckhed et al. 2007).

Componentes da dieta que ndo sdo completamente digeridos sdo fermentados por
bactérias anaerébicas no intestino grosso. Como subprodutos desse processo de fermentacdo
sdo gerados gases e acidos organicos, particularmente trés principais acidos graxos de cadeia
curta (AGCC): acetato, propionato e butirato (Louis, Hold, and Flint 2014). O acetato pode ser
gerado tanto a partir da hidrélise da acetil-CoA como também pela via Wood-L jungdahl usando
o formato. O propionato pode ser formado a partir da fosfoenolpiruvato (PEP) através da via
do acrilato ou do succinato, pela reducéo do lactato a propionato. O butirato é formado a partir
de duas moléculas de acetil-CoA pela acdo da enzima butirato-quinase ou a partir do acetato
pela acdo da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase (den Besten, van Eunen, et al. 2013; Louis,

Hold, and Flint 2014; Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016) (Figura 3)
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Figura 3. Vias responsaveis pela biossintese dos principais metabolitos microbianos resultantes da
fermentacdo de carboidratos. O acetato, um dos trés principais acidos graxos de cadeia curta (AGCC, mostrado
em vermelho), pode ser produzido por muitas bactérias entéricas a partir do piruvato, via acetil-CoA e pela via
Wood-Ljungdahl. O butirato é formado a partir de duas moléculas de acetil-CoA por véarios Firmicutes ou a partir
do acetato pela acéo da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase, geralmente usada para catalisar este Gltimo passo. A
principal via de produgdo do propionato é pela via do succinato, geralmente usada por Bacteroidetes para gerar
propionato de carboidratos e por alguns Firmicutes que produzem propionato a partir do lactato ou succinato. Duas
outras vias de producdo de propionato sdo encontradas em algumas bactérias do intestino: a via do acrilato, que
usa lactato, e a via do propanodiol, que usa fucose e rhamanose. Arqueas sdo mostradas em laranja. Bacteroidetes
em cinza. Lachnospiraceae (Firmicutes) em azul. Ruminococcaceae (Firmicutes) em roxo. Negativicutes
(Firmicutes) em verde e Proteobacteria em marron. DHAP, dihidrdxiacetonafosfato; PEP, fosfoenolpiruvato.
Fonte: Louis et al. (2014) com modificagdes.

Os AGCC podem ter origem enddgena, através da oxidacgdo de gorduras, principalmente
associado a cetose em periodos de jejum, gerando acetato, propionato e butirato. Também
podem ser resultantes do metabolismo da acetil-CoA, pela acdo da acetil-CoA hidroxilase,
particularmente o acetato. O propionato também pode ser gerado a partir do metabolismo de
aminoéacidos de cadeia ramificada. Porém, acredita-se que a quantidade de AGCC resultantes
destes processos metabdlicos ndo seja suficiente para 0 aumento dos mesmos a niveis séricos.
Sendo assim, a principal origem desses acidos graxos estd relacionada a processos

fermentativos que ocorrem, particularmente, no intestino grosso como resultado da atividade
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microbiana (Tan et al. 2014). Dietas ricas em carboidratos, particularmente fibras fermentaveis,
sdo os principais substratos usados pela microbiota para a geracdo desses metabolitos (Gill et

al. 2018).

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) estdo envolvidos em diferentes mecanismos
de inducéo de saciedade (Vallianou et al. 2019). Em estudos in vivo, os AGCC promoveram 0
aumento das concentragdes plasmaticas de hormonios intestinais, como o peptideo semelhante
a glucagon tipo-1 (GLP-1) e peptideo intestinal YY (PYY), acompanhado de redu¢des do peso
corporal e gordura hepética, além de melhora da sensibilidade insulinica (YYamashita et al. 2007;
Chambers et al. 2015; Psichas et al. 2015; van der Beek et al. 2016; Aoki et al. 2017). Também
foi observado efeito semelhante desses AGCC na inducdo da secre¢do desses hormonios em
estudos in vitro (Tolhurst et al. 2012; Larraufie et al. 2018). Além disso, foram associados a
promocdo da termogénese no tecido adiposo (Gao et al. 2009; Jocken et al. 2017), como
substrato para a gliconeogénese, tanto hepética quanto intestinal, contribuindo para o controle
dos niveis de glicose (den Besten, van Eunen, et al. 2013; De Vadder et al. 2014). Apesar dos
estudos evidenciarem a associacdo dessas substancias a efeitos metabolicos benéficos (Aron-
Wisnewsky et al. 2020), os AGCC podem ser utilizados como substratos para o metabolismo
energético do hospedeiro, atuando como uma fonte extra de energia através da sua participacéo
em processos como a lipogénese e a gliconeogénese (den Besten, Lange, et al. 2013) e, dessa
forma, associados ao ganho de peso (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed

2016) e a DHGNA (Rau et al. 2018).

Alteracdes na composicdo e abundéncia de filos dominantes na microbiota intestinal
tem sido associada com a obesidade. Os primeiros estudos em modelos animais de obesidade
demonstraram que ha um aumento de bactérias do filo Firmicutes e uma diminuicéo de espécies
pertencentes ao filo Bacteroidetes (Ley, Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007). Em

humanos, a predominancia de Firmicutes em relacdo a Bacteroidetes foi observada em alguns
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estudos (Turnbaugh et al. 2006; Ley et al. 2006), enquanto em outros, foi encontrada a

predominancia de Bacteroidetes (Armougom et al. 2009; Schwiertz, Taras, Schafer, et al. 2010).

A microbiota intestinal exerce um importante papel na funcéo e integridade do efeito de
barreira proporcionado pelo epitélio intestinal. Portanto, o aumento da permeabilidade
intestinal e, dessa forma, a translocacdo de produtos bacterianos, como o lipopolissacarideo
(LPS), promovem a ativacdo de cascatas pro-inflamatorias, além de comprometer a resposta
immune a nivel de mucosa intestinal. O LPS pode, assim, contribuir para o desenvolvimento
de processos inflamatorios crénicos, resisténcia insulinica, diabetes e doenca hepatica

gordurosa ndo-alcodlica (Figura 4) (Jayakumar and Loomba 2019; Sharma and Tripathi 2019).

Endotoxemia Inflamagdo
metabdlica Rl / DM2
Altera a permeabilidade DHGNA

intestinal
Disbiose v T . e

Microbiota intestinal

o’

A WA Proteinas Tight junction
gorduras/carboidratos é i" -] gnt)
Metabdlitos LPS
microbianos

Figura 4. A microbiota intestinal estd envolvida no inicio de desordens metabdlicas associadas com a
obesidade: a dieta esta associada a dishiose da microbiota intestinal que promove alteracfes na permeabilidade
intestinal (alterando a distribuicdo das proteinas tigh junction) e, dessa forma, produtos bacterianos como o LPS
chegam a circulagdo sanguinea provocando a endotexemia metabdlica, iniciando os processos de inflamacéo
crbnica sub-clinica, resisténcia insulinica nos tecidos adipose, muscular e figado com consequente
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica. Figura adaptada de Cani
& Delzene, 2011.
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Esse disturbio da resposta imune associada a mucosa intestinal tem influéncia sobre a
autoimunidade mediada por células T e, portanto, relacdo com desordens autoimunes como 0
diabetes mellitus tipo 1 (Paun, Yau, and Danska 2017). Em estudo realizado com humanos com
diabetes tipo 2, foi observado um aumento da permeabilidade intestinal em comparacdo com
individuos do grupo controle (Horton et al. 2014). Resultados semelhantes foram obtidos em
estudos com animais (Ding and Lund 2011; Xiao et al. 2014). Em individuos diabéticos foi
observado a abundéncia de Bacteroidetes e Proteobacteria (Larsen et al. 2010). Também tem
sido demonstrado a reducdo de Akkermansia em animais obesos (Everard et al. 2013),
Bifidobacterium e F. prausnitzii em humanos com DM2 (Qin et al. 2012). A presenca destas
bactérias no epitélio intestinal promove a diminuicdo da permeabilidade, com consequente
reducdo da translocacdo de produtos bacterianos. Dessa forma, ocorreu a reducdo de
marcadores inflamatdrios, como também o equilibrio dos niveis plasmaticos de glicose (Ley,

Backhed, et al. 2005).

A relagéo entre microbiota intestinal e DHGNA foi evidenciada a partir de um estudo
com camundongos GF. Esses animais ao serem colonizados com a microbiota fecal de animais
com DHGNA desenvolveram um perfil metabdlico semelhante aos doadores fecais,
apresentando esteatose macrovesicular, hipertrigliciridemia, aumento da lipogénese de novo e
da expressao de fatores transcricionais associados a ativacdo de genes codificantes de enzimas
lipogénicas. Os autores também observaram que esses animais apresentaram diferencas quanto
a composicdo da microbiota intestinal, com predominio de bactérias do filo Firmicutes,
comparado ao grupo que foi colonizado com fezes de animais sem DHGNA (Le Roy et al.
2013). Estudos em humanos com DHGNA apresentaram aumento de bactérias do filo
Proteobacteria (Loomba et al. 2019). Resultado semelhante foi observado em pacientes com
NASH, onde também houve predominancia de Proteobacterias, especificamente espécies da

familia Enterobacteriaceae, género Escherichia. Nesse mesmo estudo, os pacientes com NASH
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apresentaram um aumento do numero de Bacteroidetes e diminui¢do de Firmicutes, alem da
reducdo na abundancia de espécies do filo Actinobacteria (especificamente do género

Bifidobacterium) (Zhu et al. 2013).

Um provavel mecanismo pelo qual a microbiota intestinal pode contribuir para o
desenvolvimento da DHGNA e sua severidade inclui a inflamagdo e aumento da
permeabilidade do epitélio intestinal (Boursier and Diehl 2016). Pacientes obesos com DHGNA
apresentaram niveis elevados da proteina ligadora de LPS (LBP) no plasma, sendo ainda mais
elevado em pacientes com NASH. Além disso, a expressdo de RNA mensageiro do gene TNF-
a foi aumentada no tecido hepéatico desses pacientes, evidenciando o papel do LPS no

desenvolvimento da NASH em pacientes obesos (Ruiz et al. 2007).

Com o crescente entendimento acerca do papel da microbiota intestinal no
desenvolvimento da sindrome metabdlica, a investigacdo de novas e potenciais estratégias de
modulacéo dessa microbiota vém sendo estudadas. Entre elas, podemos citar o uso de farmacos,

probidticos e prebidticos como os polifendis (Li, Watanabe, and Kimura 2017).

2.5 Polifenois e a modulagdo da microbiota intestinal

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas que existem amplamente em
vegetais e frutas que podem promover beneficios a salde, particularmente associados a
prevencdo de doencas cronicas, tendo sua agdo antioxidante como principal propriedade (Tsao
2010). Cerca de 8000 compostos fendlicos ja foram identificados e de acordo com a sua
estrutura quimica estdo classificados em dois subgrupos: flavonoides e ndo flavonoides, que
inclui os acidos fendlicos (Fraga, Croft, Kennedy, and Tomas-Barberan 2019). Polifendis
presentes na dieta sdo pobremente absorvidos, sendo considerado que apenas cerca de 5% do

total de polifenois ingerido é totalmente absorvido. Além disso, esses compostos sofrem
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intensiva biotransformacao pela microbiota intestinal, gerando uma ampla variedade de novas

estruturas quimicas que facilmente chegam a circulacao sistémica (Figura5) (Luca et al. 2019).
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Figura 5: Relagdo entre os polifendis e a microbiota intestinal: Esta bem estabelecido que a biodisponibilidade
dos polifendis depende da sua metabolizacdo por enzimas hidroliticas presentes no epitélio intestinal e em grande
parte pela microbiota intestinal. Apos serem ingeridos, os polifendis podem: (1) - exercer efeitos diretos no trato
gastrointestinal associado, por exemplo, ao seu potencial antioxidante; ou atuar de maneira sistémica induzindo a
liberacdo de hormdnios associados a homeostase de glicose pelas células enteroenddcrinas. (2) - podem interagir
com a microbiota promovendo altera¢8es na sua composicao, por exemplo, favorecendo o crescimento de bactérias
benéficas; ou biotransformados pela microbiota, gerando assim moléculas menores mais facilmente absorvidas e,
portanto, chegando até aos 6rgdos distais. Promovem também efeitos sistémicos, pela inducdo da liberacdo de
hormonios intestinais pelas células enteroenddcrinas. (3) - podem ser metabolizados pelas células do epitélio
intestinal e de 14 podem chegar a circulacdo ou serem excretados de volta ao limen do intestino. Assim, o
metabolismo dos polifendis no trato gastrointestinal, principalmente, pela microbiota intestinal é de extrema
importancia para os efeitos benéficos promovidos por esses compostos ao metabolismo do hospedeiro. Figura
adaptada de Oteiza et al., 2018.

O metabolismo dos polifendis pelas bactérias intestinais envolve a quebra das ligacGes
glicosidicas e a decomposi¢édo do esqueleto heterociclico. Os glicanos, resultantes da clivagem

dos glicosideos, sdo nutrientes essenciais para a maioria das bactérias constituintes da
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microbiota intestinal (Ozdal et al. 2016). Evidéncias sugerem que os polifendis presentes na
dieta participam da modulacdo da microbiota intestinal, inibindo o crescimento de bactérias
patogénicas, controlando a populacédo de bactérias comensais e probidticos, favorecendo assim,
uma melhor interacdo microbiota-hospedeiro, promovendo efeitos benéficos (Tomas-Barberan,

Selma, and Espin 2016).

Alguns polifendis encontrados no cha verde e preto, podem inibir o crescimento de
bactérias nocivas como Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa (Duda-Chodak
et al. 2015), enquanto outros polifendis favorecem a proliferacdo de bactérias benéficas como
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium
prausnitzii, além de modular a razdo Firmicutes/Bacteroidetes (Jin et al. 2012; Gwiazdowska
et al. 2015; Masumoto et al. 2016; Moreno-Indias, Sanchez-Alcoholado, et al. 2016). O
crescimento dessas bactérias probidticas (Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Akkermansia muciniphila) contribuem para a reducdo da permeabilidade intestinal como
também ajudam na prevencéo e tratamento da obesidade e sindrome metabdlica (Neyrinck et
al. 2013; Lin et al. 2019).

A modulacdo da razdo Firmicutes/Bacteroidetes, geralmente com reducdo de
Firmicutes e aumento de Bacteroidetes, tem sido associada com a melhora dos niveis de glicose,
diminuicdo do acumulo de gordura e peso corporal (Lin et al. 2019). Em estudo com humanos,
individuos que receberam vinho tinto sem alcool (rico em antocianinas), por um periodo de 20
dias apresentaram reducéo da pressao arterial, niveis de triglicerideos, colesterol total e proteina
C reativa também reduzidos. Os autores associam esses beneficios ao aumento de Bacteroidetes
e reducdo de Firmicutes (Queipo-Ortuiio et al. 2012). Em estudo com animais, foi observado
que a administracdo de quercetina promoveu reducdo na razdo Firmicutes/Bacteroidetes com

reducdo no ganho de peso corporal e niveis séricos de insulina (Etxeberria et al. 2015). Animais
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alimentados com dieta rica em gordura (DRG) e suplementada com extrato de Blueberry
apresentaram mudangas na composicdo da microbiota intestinal caracterizada por uma
diminuicdo de Firmicutes e aumento na abundancia de representantes da classe Bacilli e dos
filos Fusobacteria e Proteobacteria. Essas mudancas na composicao da microbiota foram
associadas a uma melhora no efeito de barreira do epitélio intestinal, com consequentes reducéo
da inflamacéo sistémica e melhora da resisténcia insulinica hepatica dos animais obesos (Lee
et al. 2018).

Além do efeito modulador sobre a microbiota intestinal, j& amplamente investigado e
demonstrado em varios estudos in vitro e in vivo, 0s polifenois contribuem para o aumento da
producdo de AGCC. Em estudo in vitro, usando um modelo de fermentacao fecal (Batch), foi
observado que os elagitaninos presentes no extrato de roma promoveram 0 aumento das
concentragdes de acetato, propionato e butirato (Bialonska et al. 2010). A adi¢do de quercetina
e fruto-oligossacarideos (FOS) a dieta de animais aumentou a producdo de AGCC, em especial
do butirato, enquanto a adicdo de catequina e FOS, aumentou a concentracdo de propionato
(Zheng et al. 2017). Resultados semelhantes foram observados em estudos com extratos ricos
em polifendis de cha preto (Henning et al. 2018) e cha verde (Wang, Zeng, et al. 2018). Os
AGCC podem interferir de maneira benéfica sobre o metabolismo de lipidios, homeostase da
glicose, como também estimulando a producdo de hormdnios envolvidos na regulacdo do

apetite (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016).

Os polifendis também podem participar de mecanismos bioquimicos e moleculares,
atuando em vias de sinalizac&o intra e intercelulares, como a regulacéo de fatores de transcricdo
nucleares e metabolismo de lipidios, e modulando a sintese de mediadores inflamatorios (Kim,
Quon, and Kim 2014; Fraga, Oteiza, and Galleano 2018). Em estudo com o extrato de
Hibiscus sabdariffa L., foi observado que os animais tratados com o extrato apresentaram

reducdo no acumulo de gordura no tecido adiposo, no ganho de peso corporal, na dislipidemia
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e normalizacdo do indice glicémico, bem como a melhora da esteatose hepatica. Os autores
sugerem que o efeito do extrato esteja associado ao seu papel na regulacdo dos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma y (PPAR vy) e das proteinas ligadas aos elementos
reguladores de esterol 1¢c (SREBP1c) (Villalpando-Arteaga et al. 2013). Quercetina e &cido
cafeico foram associados ao aumento da expressdo da proteina quinase ativada por AMP
(AMPK), envolvida na oxidacdo de acidos graxos, em estudos in vitro (Ahn et al. 2008; Liao

etal. 2013).

2.6 Syzigium cumini (L) Skeels e seu potencial para o tratamento da sindrome metabdlica

E estimado que até 25% da populagio adulta em todo o mundo apresente desordens
metabolicas que se encaixam nos critérios para a classificacdo de sindrome metabdlica (SM).
Esses individuos tém um risco cinco vezes maior para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 e
cerca de duas vezes maior para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (O'Neill and
O'Driscoll 2015). As diretrizes para o controle e reducdo dos casos de SM estdo direcionadas
para a mudanca no estilo de vida, associada a uma menor ingestdo de alimentos altamente
caldricos e atividade fisica, combinada a interven¢des farmacoldgicas (Rochlani et al. 2017).
Nesse contexto, os farmacos derivados de plantas se apresentam como fonte de compostos
bioativos e, portanto, com potencial terapéutico para atuar em diferentes vias metabdlicas,
devido a grande variedade de compostos com caracteristicas quimicas e farmacologicas

diferentes (Mukherjee et al. 2015).

A familia Myrtaceae compreende em torno de 121 géneros com 3800-5800 espécies
de arbustos e arvores distribuidas principalmente em areas tropicais e subtropicais (Stefanello,
Pascoal, and Salvador 2011). O género Syzygium € constituido por cerca de 1100 espécies,

dentre elas a espécie Szyzigium cumini (L.) Skeels (sinonimia: Syzygium jambolanum D.C.,
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Eugenia jambolana Lam.) se destaca por ser amplamente usada na medicina tradicional para o
tratamento de varias patologias, principalmente o diabetes (Ayyanar and Subash-Babu 2012).
Essa espécie é uma arvore de grande porte, nativa da india, mas amplamente distribuida e
cultivada em outros paises da Africa, Asia e América do Sul (Srivastava and Chandra 2013). E
popularmente conhecida como black plum ou jambolan na lingua inglesa, jan ou jamun na
india, guayabo pesgua em paises de lingua espanhola e jambol&o ou jamelo no Brasil (Figura

6) (Lim et al. 2012).

Figura 6. Szyzigium cumini (L.) Skeels. A. Imagem de um espécime no campus Dom Delgado da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), S&o Luis, MA. B. Detalhes da folhas e frutos da espécie. Fonte: prépria

A espécie S.cumini é amplamente conhecida por apresentar diversas propriedades
medicinais, que sdo atribuidas a presenca de compostos biativos presentes em varias partes
dessa planta. As folhas s@o usadas no tratamento de gastropatias, dermopatias, constipacao e
leucorréia (Bhandary, Chandrashekar, and Kaveriappa 1995); os frutos usados no tratamento
de faringites e doengas esplénicas, enquanto as sementes tém sido usadas como adstringente e
diurético (Baliga et al. 2011). Estudos farmacoldgicos tém demonstrado as atividades
bioldgicas do S. cumini, incluindo-o como antihiperglicemiante (Kumar et al. 2008),

cardioprotetor (Mastan et al. 2009) e antioxidante (Sanches et al. 2016; Arun et al. 2011a).
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Além disso, estudos mais recentes investigaram 0 seu potencial para o tratamento da
hiperlipidemia (Silva et al. 2012) e da obesidade (Dickel, Rates, and Ritter 2007). Em 2009 o
Ministério da Saude a incluiu na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), reconhecendo o seu importante papel no contexto etnofarmacoldgico brasileiro
(BRASIL and Saude 2009).

O uso mais comum do S. cumini tem sido no tratamento do diabetes, propriedade que
vem sendo estudada ha mais de 100 anos pela medicina ocidental (Helmstadter 2008). Nos
ultimos anos, varios estudos avaliaram o extrato, especialmente das sementes, desta espécie
para a investigacdo do seu efeito anti-hiperglicémico (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian
2003; Schossler et al. 2004; Anandharajan et al. 2006; Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b;
Sharma et al. 2008; Ramya, Neethirajan, and Jayakumararaj 2012; Silva et al. 2012). Ratos com
obesidade induzida por estreptozotocina (STZ) foram tratados com o extrato etandlico das
sementes rico em flavonoides apresentaram reduzidos niveis de glicose tanto na circulacdo
sanguinea quanto na urina (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2003). Esse mesmo extrato
também foi capaz de restaurar a sensibilidade a insulina periférica em ratos (500mg/kg/ dia, 21
dias) (Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b) e camundongos (300 mg/Kg/dia, 15 dias)
(Sharma et al. 2008) diabéticos. O efeito observado nesses estudos foi atribuido ao aumento da
atividade dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) a ¢ y. Além disso,
0 extrato foi capaz de promover o aumento da atividade de enzimas envolvidas na biossintese
de glicogénio no figado desses animais, estimulando a secre¢do de insulina pelas células f3
pancredticas, favorecendo assim, o aumento da captacdo de glicose periférica (Sharma,
Balomajumder, and Roy 2008b).

Baldissera et al. (2016) demonstraram que ratos com diabetes induzida por dieta rica
em gordura e STZ tratados com o extrato hidroalcodlico bruto das folhas de S. cumini por 6

semanas apresentaram reducao nos niveis glicémicos quando comparados aos niveis glicémicos
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dos animais diabeticos. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos
(Schoenfelder et al. 2010; Tripathi and Kohli 2014). Ulla et al. (2017) avaliaram o efeito do p6
das sementes de S. cumini sobre ratos com obesidade induzida por dieta rica em gordura e
observaram que a suplementacéo de 2,5% do po a dieta, por um periodo de 8 semanas, foi capaz
de restabelecer a tolerancia a glicose, a sensibilidade a insulina, assim como, a concentracéo de
insulina na circulacdo dos animais. Esses autores sugerem que a presenca de polifendis como
os acidos galico e elagico presente no pé das sementes seriam responsaveis pelos efeitos

benéficos observados (Ulla et al. 2017).

No entanto, ainda sdo escassos estudos que investiguem os mecanismos pelos quais o
extrato possa promover essa acdo anti-hiperglicemiante. Um estudo in vitro em células
musculares L6, incubadas com o extrato metandlico das folhas (1 ng/mL- 10 pg/mL) por 24h,
promoveu 0 aumento da captacdo de glicose por essas células. Esse efeito foi associado ao
aumento da expressdo de RNA mensageiro do transportador de glicose (GLUT4) e da
fosfatidilinositol 3-kinase (P13K), ambos envolvidos na cascata de sinaliza¢do insulinica de
células musculares e adipdcitos (Anandharajan et al. 2006). Estudo recente do nosso grupo,
demonstrou que o extrato hidroalcoolico das folhas de S. cumini, rico em polifendis, estimulou
a secrecao de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos com resisténcia insulinica. Essas
celulas foram incubadas com o extrato por 30 dias na dose de 500mg/Kg/dia. O mesmo
resultado foi observado em linhagens de células p humanas incubadas com o extrato por 1h na
dose de 100pug/mL (Sanches et al. 2016).

Com relagéo as desordens do metabolismo de lipidios, os estudos avaliaram os efeitos
do S. cumini sobre as dislipidemias associadas ao diabetes. Foi observada uma agéo anti-
hiperlipidémica do extrato rico em flavondides de sementes de S. cumini (300 mg / kg / dia, 15
dias). O tratamento dos ratos diabéticos com esse extrato reduziu os niveis circulantes de

colesterol total, LDL-colesterol e triglicerideos (TG), bem como aumentou os niveis de
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colesterol HDL (Sharma et al. 2008). Resultados semelhantes foram apresentados em estudo
com o extrato aquoso de frutas nas doses de 100 e 200 mg / kg (Rekha, Balaji, and Deecaraman
2008), como também para o extrato hidroalcodlico do grdo da semente (100 mg / kg / dia, 30
dias) (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005a) e para administracdo de Dihar (100 mg / kg
/ dia, 6 semanas), uma mistura indiana de ervas contendo S. cumini (Patel, Shah, and Goyal
2009). Schoenfelder et al. (2010) realizaram um tratamento agudo com o extrato hidroalcoolico
bruto das folhas de S. cumini em animais com diabetes induzida por aloxana e observaram que
houve reducao significativa dos TG séricos. Os autores também observaram que os melhores
resultados foram apresentados pelas doses de 0,125 g/Kg e 0,5 g/Kg (Schoenfelder et al. 2010).
Em estudos recentes do nosso grupo foram demonstrados que ratos obesos-MSG
hipertrigliceridémicos apresentaram uma reducéo significativa dos TG ap0s o tratamento com
0 EH nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg (Sanches et al. 2016; Franca et al. 2019). Com relacéo a
atividade anti-hipertrigliceridémica do extrato, Franca et al. (2019) sugerem que esse efeito
esteja associado a capacidade do extrato em inibir a expressdo e atividade da via XBP-
1s/PDI/MTP reduzindo dessa formacdo a incorporacao e exportacdo de triglicerideos através
da formacao de particulas de VLDL (Franca et al. 2019). Um outro mecanismo sugerido para a
acao hipolipemiante do extrato de S. cumini seja através da inducdo de uma maior atividade dos
receptores ativador por proliferadores de peroxissoma (PPAR) a e y (Sharma et al. 2008).
Sendo o figado um érgdo importante no controle do metabolismo de lipidios, estudos
do nosso grupo avaliaram o efeito do extrato hidroalcoolico rico em polifendis sobre a esteatose
hepéatica. Ratos obesos MSG tratados com o extrato na dose de 500 mg/Kg por 30 dias
apresentaram reducdo da esteatose hepatica (Sanches et al. 2016). Resultado semelhante foi
demonstrado por Franga et al. (2019), onde o tratamento de ratos obesos-MSG com o extrato
por um periodo de 8 semanas, nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg, foi capaz de reverter a esteatose

hepética desses animais. A adicdo do p6 das sementes a dieta de animais com obesidade
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induzida por dieta rica em acUcar e gordura também promoveu a diminuicdo da esteatose
hepatica (Ulla et al. 2017).

Como demonstrado por Chagas et al. (2015), ha varios compostos fenolicos
identificados S. cumini que podem atuar melhorando distirbios metabdlicos citados acima
(Chagas et al. 2015). Considerando os flavonoides ja identificados, o efeito anti-hiperglicémico
da rutina foi atribuido a sua capacidade de inibir a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo da glicose no figado e no musculo de ratos com diabetes induzida por STZ (Prince
and Kamalakkannan, 2006). Em outro estudo, a rutina foi capaz de aumentar a secrecdo de
insulina em ilhotas de ratos diabéticos (Figura 7) (Esmaeili, Zohari, and Sadeghi 2009). A
quercetina tem efeito sobre a homeostase de glicose, tanto por induzir a secrecdo de insulina
pelas células B (Figura 7) (Bardy et al. 2013) como também por contribuir com a melhora da
sensibilidade insulinica periférica através do aumento das concentracGes plasmaéticas de
adiponectina em animais com obesidade induzida por dieta rica em gordura (Wein et al. 2010).
Além disso, a quercetina mostrou efeitos protetores ao diminuir o estresse oxidativo com a
preservacao da integridade das células B pancreaticas no diabetes induzido por STZ em ratos

(Coskun et al. 2005).
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Figura 7. Compostos polifendis identificados no Syzygium cumini e seus possiveis mecanismos de acdo sobre
a sindrome metabdlica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estimulo da secre¢do de
insulina através do bloqueio de canais de Ca?* tipo L nas células-p pancredticas. Além disso, a rutina contribui
através da inibigéo da producdo hepética de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-
1,6-bifosfatase no figado. A miricetina melhora a sensibilidade insulinica periférica por aumentar a expresséo de
GLUT-4 no tecido adiposo branco. Acido galico, quercetina e rutina diminuem a sintese de colesterol por inibirem
a HMG-CoA redutase hepética. Além desses efeitos, a atividade antioxidante caracteristica desses compostos e do
S. cumini pode ser determinante para melhora das alteracfes glicémicas e lipidicas observada na sindrome
metabdlica. Fonte: Chagas et al. (2015) com modificages.

O polifenol mais prevalente nas folhas de S. cumini € a miricetina (Chagas et al. 2015).
A acdo anti-hiperglicemiante desse polifenol esta associada ao seu efeito no aumento da
expressdao de GLUT4 no musculo esquelético e tecido adiposo branco (Figura 7) (Liu et al.
2007), como tameém ao seu efeito antioxidante responsavel pela protecdo das células
pancreaticas contra a apoptose induzida por citocinas pré-inflamatorias (Baldissera et al. 2016).
Chang et al. (2012) demonstrou o efeito da miricetina em induzir o aumento da expressédo de

PPAR-a no figado, estimulando, assim, a oxidagdo lipidica (Chang et al. 2012). Outros
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polifendis presentes em varias partes dessa espécie como o &cido géalico (Punithavathi et al.
2011), acido elagico (Kannan and Quine 2013) e quercetina (Bok et al. 2002) podem inibir a 3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) redutase hepatica, enzima limitante da sintese de
colesterol (Bjorkhem et al. 2013) (Figura 7).

Devido a variedade de compostos fendlicos ja identificados no extrato de S. cumini,
tanto das sementes quanto das folhas, fica evidente o seu potencial antioxidante. Estudos in
vitro ja comprovaram a capacidade scavenger desse extrato em relacdo a compostos radicalares
como o DPPH e ABTS+ (Aqil et al. 2012; Sanches et al. 2016). A administracdo oral do extrato
aquoso das sementes em camundongos tratados com uretano 7,12-dimetil benzatraceno,
promoveu a reducdo da peroxidacéo lipidica como também aumentou a atividade de enzimas
antioxidantes (Arun et al. 2011a). Ja o extrato metandlico dos frutos administrado em ratos
tratados com ciclofosfamida, reduziu a formacdo de malondialdeido hepatico e aumentou 0s
niveis de glutationa reduzida (Tripathi et al. 2013). Em estudo realizado com o p6 das sementes
de S.cumini, adicionados a dieta de ratos com obesidade induzida por dieta rica em agucar e
gordura, foi observada a reducdo de sustancias reativas ao &cido tiobarbiturico hepético
(TBARS), como também o aumento das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH) (Ulla et al. 2017).

Alguns estudos com extratos ricos em polifendis demonstraram a capacidade destes
em modular a microbiota intestinal de animais alimentados tanto com dieta rica em gordura
guanto em acgucar (Anhe et al. 2015; Henning et al. 2018; Wang, Tang, et al. 2018). Resultado
semelhante foi observado em estudo com humanos (Moreno-Indias, Sanchez-Alcoholado, et al.
2016). A modulacéo da microbiota por esses extratos foi particularmente associada a reducao
do numero de bactérias do filo Firmicutes. As bactérias pertencentes a este filo foram associadas
a um perfil obesogénico nos primeiros estudos com modelos animais de obesidade (Ley,

Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007) e também em estudos com humanos (Ley et al.
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2006; Furet et al. 2010). Além disso, esses estudos evidenciaram que a modulacdo da
microbiota intestinal foi associada a melhora de parametros metabdlicos como a reducdo da
inflamacéo sistémica e aumento da sensibilidade insulinica hepatica (Anhe et al. 2015; Lee et
al. 2018), diminuicdo da esteatose hepatica (Anhé et al. 2018; Lee et al. 2018).

Outro efeito desses extratos ricos em polifendis demonstrados nesses estudos, foi
associado a uma maior proliferacdo de bactérias como Akkermansia muciniphila e espécies dos
géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Essas espécies sdo reconhecidas como
probidticas, ou seja, benéficas ao hospedeiro por serem consideradas importantes para a
manutencdo do efeito de barreira proporcionado pelo epitélio intestinal (Moreno-Indias,
Sanchez-Alcoholado, et al. 2016; Anhe et al. 2018), para o controle da proliferacdo de espécies
patogénicas (Fandriks 2017) e também estdo associadas ao aumento das concentracdes de
AGCC (Bialonska et al. 2010). Por essa capacidade de favorecer a proliferacdo de bactérias
benéficas, os polifendis vém sendo considerados como prebidticos (Fandriks 2017).

Apesar de haver alguns estudos que indiqguem por quais mecanismos hepaticos ou
adipocitarios o extrato hidroalcodlico (EH) de S.cumini possa estar agindo (Sharma,
Balomajumder, and Roy 2008b), ha uma grande probabilidade de que sua atuacdo possa ser
pela modulacdo da microbiota intestinal, uma vez que o extrato tem uma grande presenca de
compostos fendlicos, os quais possuem essa propriedade, ja evidenciada em experimentos com

extratos ricos em polifendis, descritos acima.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral
Investigar o potencial efeito modulador do extrato hidroalcoolico das folhas de
Syzygium cumini (L.) Skeels (EH) sobre a composi¢do da microbiota intestinal e a sua possivel
influéncia no eixo intestino-figado de ratos alimentados com dieta rica em sacarose (HSD).
3.2 Especificos
e Avaliar o efeito do tratamento com o EH sobre a evolugdo ponderal, consumo de racdo
e indice de Lee em ratos HSD, assim como, a morfologia e contetdos lipidico e de
glicogénio do figado desses animais;
e Avaliar os niveis séricos glicémico, lipidico e hormonais (insulina), a sensibilidade a
acdo da insulina e a acetilacéo total de proteinas do figado de ratos HSD tratados com o
EH;
e Verificar se o tratamento cronico com o EH modula a composi¢cdo da microbiota

intestinal, os niveis de AGCC nas fezes e o eixo intestino-figado dos animais HSD;
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Abstract

The gut microbiota has been extensively investigated during the last decade because of its
influence on host neuroendocrine pathways and beyond. The imbalance between beneficial and
pathogenic bacteria, known as dysbiosis, can be a determinant predisposing factor for many non-
communicable chronic diseases, such as obesity, type 2 diabetes mellitus, metabolic syndrome, and
Alzheimer’s disease. On the other hand, interventions aiming to reestablish the balance between
microbiota components have been suggested as potential preventive therapeutic strategies against
such disorders. Among them, dietary supplementation with (poly)phenols has been highlighted due
to modulatory effects exerted by those compounds on gut microbiota. In addition, (poly)phenols
consumption has been associated with increased production of short-chain fatty acids (SCFASs), a
set of microbial metabolites whose actions are ascribed to improve the abovementioned metabolic
disorders. Thus, this review discusses the modulation of the gut microbiota by prebiotic
(poly)phenols based on in vivo studies performed with isolated (poly)phenolic compounds, their
interaction with gut microbiota and the production of SCFAs as a possible mediating mechanism

underlying the health effects provided by (poly)phenols on host metabolism.

Key-words: gut microbiota; prebiotics, (poly)phenols; short-chain fatty acids.
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1. Introduction

During the last decade, consistent evidence has supported a capital role for gut
microbiome on the host neuroendocrine homeostasis by regulating crucial aspects, such as
nervous system development, energy balance as well as hormones and neurotransmitters
synthesis (Wang and Wang 2016; Martinez, Pierre, and Chang 2016; Baothman et al. 2016).
Gut microbiota is composed of a range of microorganisms — including bacteria, fungi, archaea
and viruses — with a predominance of bacteria pertaining to four main phyla: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacteria (Human Microbiome Project 2012). These
microorganisms generally live in symbiosis with their host, contributing to its homeostasis
maintenance through the provision of nutrients, such as vitamins and amino acids, besides the
breaking down of polysaccharides into smaller molecules of easier absorption (Shabana,
Shahid, and Irfan 2018). However, the consumption of energy-dense and ultra-processed
foods as well as the indiscriminate use of antibiotics have been shown to promote dysbiosis,
which is an imbalance between healthy and pathogenic microbial species that impairs host
metabolic homeostasis (Li, Watanabe, and Kimura 2017). Consequently, changes to the gut
microbiota have been associated with the pathogenesis of obesity, type 2 diabetes mellitus
(T2DM), metabolic syndrome (MetS) and Alzheimer’s disease (Brahe, Astrup, and Larsen
2016; Zhao, Dua, and Lukiw 2015).

Among the metabolites derived from colonic microorganisms, short-chain fatty acids
(SCFAs) — acetate, propionate and butyrate — predominate as end products from fermentation
of dietary non-digestible carbohydrates, such as vegetable fibers (Tan et al. 2014). Animal
studies suggest that SCFAs play a key role in the prevention and treatment of obesity and its
associated metabolic disorders (Henning et al. 2018; Gao et al. 2009; Lin et al. 2012), in spite
of discordant findings in the literature. A recent study showed that increased production of

acetate by an impaired gut microbiota is an early event in the etiology of MetS (Perry et al.
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2016). In contrast, 12-week SCFAs supplementation to high-fat diet-induced obese mice
mitigated most of MetS-associated outcomes (den Besten et al. 2015). Furthermore, there is
human evidence that dietary supplementation with vegetable fibers improves body weight
control and insulin sensitivity by modulation of gut microbiota composition (Vulevic et al.
2013) and increase of SCFAs circulating levels (Daud et al. 2014; Cani et al. 2009).

Increasing evidence has supported dietary interventions as a tool to modulate the gut
microbiota composition in order to promote health through microbial-based therapeutic
strategies (Sanders et al. 2019; Liu, Cao, and Zhang 2015). Such interventions are mainly
based on the use of both probiotics and prebiotics. According to the International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics, probiotics are defined as “live microorganisms that,
when administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al. 2014),
while prebiotics are defined as “a substrate that is selectively utilized by host microorganisms
conferring a health benefit” (Gibson et al. 2017). Currently accepted prebiotics are non-
digestible polysaccharides fructans and galactans, but other substances such as
polyunsaturated fatty acids and (poly)phenols (Gibson et al. 2017). Prebiotics are no longer
simply promoters of healthy microorganisms’ growth, but also need to promote microbial
production of metabolites recognized as having mechanistic links to health outcomes, such as
the SCFAs (Gibson et al. 2017).

In this context, plant-derived (poly)phenols have emerged as a class of compounds
potentially able to meet the criteria for prebiotics. Dietary (poly)phenols are poorly absorbed
in the small intestine, leading them to reach the colon where they are extensively metabolized
by the colonic microbiota (Clifford 2004). Notwithstanding, SCFAs have been shown to be
mostly generated in the colon (humans) and caecum (rodents) (Gibson et al. 2017),
corroborating consistent studies showing that health benefits associated with (poly)phenols

consumption depend on their microbial utilization and the metabolites produced, rather than
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on the compounds originally ingested (Cardona et al. 2013; Williamson and Clifford 2017;
Duenas et al. 2015). Thus, this review describes the current understanding of the relationship
between prebiotic (poly)phenols and its modulatory effect on microbiota composition, seeking
the hypothesis that SCFAs production would be an underlying mechanism for the health
benefits of plant-derived (poly)phenols on metabolic disorders.
2. Development of gut microbiota

The human being has evolved as a holobiont entity, i.e., a unique ensemble of the
human body and all the microbial communities that inhabit its surface and cavities, making
the microbiota an evolutionary shaper of all aspects of human biology (Ley et al. 2008; Rook
et al. 2017). Indeed, the proportion between human cells and inhabiting microorganisms is
currently estimated in 1:1 (Sender, Fuchs, and Milo 2016). Among the various microbial
niches in the body, the highest amount and diversity of commensal microorganisms is found
in the gastrointestinal tract, particularly the colon where bacterial density ranges from 108 to
10! bacteria per gram of wet stool (Turnbaugh et al. 2007; Sender, Fuchs, and Milo 2016).

For over a century, based on the postulations made by the French pediatrician Henry
Tissier, it was assumed that newborns were sterile because of the placental barrier and the
initial gut colonization only occurred upon birth (Stinson, Payne, and Keelan 2017). However,
the detection of maternal microbial species in the meconium (Jimenez et al. 2008) and
amniotic fluid (Oh et al. 2010) has suggested the translocation of some microorganisms into
the fetal bloodstream during gestation. In spite of that, the labour represents the main way of
vertical microbiota transmission and the type of birth, i.e. if natural or C-section, strongly
impacts on the offspring microbiota. Newborns exposed to vaginal microbes will present
microbiome rich in Lactobacillus and Prevotella spp (Dominguez-Bello et al. 2010). On the
other hand, the microbiome of those born via C-section is more prevalent in Staphylococcus,

Corynebacterium, and Propionibacterium spp., which resemble microbial species commonly
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found in the skin (Backhed et al. 2015; Dominguez-Bello et al. 2016). During the first 3 years
of life the gut microbial diversity expands exponentially until it reaches similar levels to those
found in adults (Brahe, Astrup, and Larsen 2016). However, the composition at adulthood will
depend on diverse factors, such as length of breastfeeding, early introduction of dietary sugars
and use of antibiotics (Kundu et al. 2017).

At adulthood, an individual’s gut microbiota contains around 160 out of the 1,000 —
1,150 distinct commensal species already identified by the European Metagenomics of the
Human Intestinal Tract Study (European MetaHIT), supporting a wide inter-individual
variability of microbiota composition (Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh,
Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende, Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap,
Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier, Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-
Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li, Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Dore, et al.
2010). Most of those species pertain to the phyla Firmicutes and Bacteroidetes, followed by
Actinobacteria, Proteobacteria and VVerrucomicrobia in lesser diversity (Eckburg et al. 2005;
Lloyd-Price, Abu-Ali, and Huttenhower 2016). Besides inter-individual variability, the
proportional ratio among those species also varies within individual lifetime (Yatsunenko et
al. 2012), to which dietary pattern seems to be a major contributing factor. For instance,
microbiome diversity in western populations is 15 — 30% smaller than in non-western ones,
with higher prevalence of Firmicutes and Proteobacteria in opposition to Bacteroidetes in the
latter (Human Microbiome Project 2012; Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh,
Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende, Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap,
Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier, Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-
Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li, Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Dore, et al.
2010; Davenport et al. 2017). Nevertheless, other factors such as use of antibiotics and

environmental pattern may also play a role on the gut microbiota composition (Tamburini et
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al. 2016). In a whole, these factors may ultimately disrupt the symbiotic host-microbiota
relationship, which results in dysbiosis (Li, Watanabe, and Kimura 2017).
3. Dysbiosis and metabolic disorders

Inflammation is well-characterized as a common factor underlying the etiology of
most metabolic disorders, particularly those affecting the metabolic quartet: liver, pancreas,
white adipose tissue and skeletal muscle (Wellen and Hotamisligil 2005; Shoelson, Lee, and
Goldfine 2006; Bruun et al. 2006). However, mechanisms interconnecting these apparently
far tissues started to be elucidated only recently. In a seminal study, Cani and colleagues
(Cani et al. 2007) showed that mice fed a high-fat diet for 4 weeks presented
lipopolysaccharide (LPS) plasma levels increased by 2 — 3 times, which was associated to
body weight gain, insulin resistance onset and white adipose tissue dysfunction. Such findings
led the authors to characterize LPS rising as the trigger factor of the so-called metabolic
endotoxemia (Cani et al. 2007). LPS is a well-studied inducer of inflammation, which is
continuously produced in the gut by the lysis of Gram-negative bacteria and physiologically
translocated into intestinal capillaries through a TLR4-dependent mechanism (Neal et al.
2006). Metabolic endotoxemia has also been demonstrated in genetically obese mice (Everard
etal. 2011; Brun et al. 2007) and humans (Pussinen et al. 2011; Hawkesworth et al. 2013).
Therefore, increased LPS circulating levels started to be considered an important dysbiosis
marker.

Early studies have shown that obese rodents present an increase of bacteria from
Firmicutes phylum in parallel to a decrease of those from Bacteroidetes (Ley, Backhed, et al.
2005; Turnbaugh et al. 2007), as well as Akkermansia species (Everard et al. 2013). In
humans, data have been controversial by showing the same pattern found in animals (Furet et
al. 2010; Ley et al. 2006) or the very contrary (Armougom et al. 2009; Schwiertz, Taras,

Schafer, et al. 2010). Interestingly, it was demonstrated the prevalence of microbes from
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Firmicutes and Proteobacteria phyla in the gut microbiota of European children exposed to
western diet, while African children fed a rural diet presented higher proportion of
Bacteroidetes and Actinobacteria (De Filippo et al. 2010). Thus, as a quasi-consensus, it has
been accepted that metabolic disorders are associated with shifts in the microbiota at phylum
level, which promote the increase of Firmicutes/Bacteroidetes ratio (Cani 2018). Additionally,
current studies have transcended the matter of microbiota composition to shed light on
microbiota-derived metabolites, such as the SCFAs, trimethylamine N-oxide and imidazole
propionate (Cani 2019; Rastelli, Knauf, and Cani 2018).

4. Short-chain fatty acids and their metabolic effects

SCFAs are carboxylic acids defined by the presence of an aliphatic tail varying from
two to six carbons — namely: acetate (C2), propionate (C3), butyrate (C4), valerate (C5) and
caproate (C6) — whose major site of production is the colonic microbiota (Tan et al. 2014).
SCFAs production also results from lipid oxidation during starvation-derived ketosis, as well
as acetyl-CoA hydroxylase action during branched chain amino acids catabolism, though to a
lesser extent (Tan et al. 2014). Thus, SCFAs are mostly released from deglycosylation
reactions during microbial fermentation of vegetable fibers and resistant starches, reaching the
highest concentration in the proximal colon (70-140 mM), followed by distal colon (20-70
mM) and distal ileum (20-40 mM) (Gill et al. 2018; Wong et al. 2006) (Figure 1).
Approximately 36% of acetate, 9% of propionate and 2% of butyrate released by colonic
microbiota reaches the blood stream (Boets et al. 2017).

Most of SCFASs production in bacteria is via the glycolytic pathway, although some
phyla such as the Bifidobacteria can utilize the pentose phosphate pathway to produce the
same metabolites (Tan et al. 2014). The oxygen-sensitive Wood-Ljungdahl pathway is the
most efficient acetate generating mechanism in “acetogens” bacteria, which mainly pertain to

the Firmicutes phylum (Ragsdale and Pierce 2008). Propionate is produced from both
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succinate via metylmalonyl-CoA conversion and lactate reduction via acrilate by bacteria
pertaining to the Bacteroidetes and Negativicutes phyla as well as Clostridium genus (Miller
and Wolin 1996). On its turn, butyrate is formed from two acetyl-CoA molecules via the
classical phosphotransbutyrylase and butyrate kinase pathway or the alternate acetyl-CoA
transferase pathway (Louis and Flint 2009). The major groups involved in the production of
butyrate are of the Cytophaga and Flavobacterium group, which belong to the Bacteroidetes
phylum (Tan et al. 2014), though some Firmicutes species, e.g. Faecalibacterium prausnitzii e
Roseburia spp, have also been shown to produce butyrate (Duncan et al. 2002).

Once produced in the colon, SCFAs are promptly absorbed into the interstitial fluid via
a family of active transporters, namely monocarboxylated transporters (MCTs) (Figure 1).
MCT1 transports uncharged SCFAs in an H*-dependent manner, meanwhile SCFA anionic
forms are transported by the electrogenic sodium-dependent MCT1 (SMCT1). SCFAs
absorption through passive diffusion is virtually possible but thought to be of less importance.
A recent seminal review paper by Stumpff (2018) has thoroughly reviewed the biophysics of
SCFAs transport. SCFAs effects on host metabolism are mediated by a set of G-protein-
coupled receptors (GPCRs) also known as free fatty acids receptors 2 (FFAR2/GPR43) and 3
(FFAR3/GPR41). GPR41has higher affinity for propionate, followed by butyrate and acetate,
whereas GPR43 is equally activated by either acetate or propionate. Both receptors are
expressed in the colon epithelium, white adipose tissue, liver and skeletal muscle, while only
GPRA41 has been found in the peripheral nervous system (Brown et al. 2003). More recently,
the butyrate-only responsible receptor GPR109a, also known as hydrocarbolylic acid receptor
2, was described in enterocytes, adipocytes and immune cells (Thangaraju et al. 2009) (Figure

1),
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Dietary sources of polyphenols
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Figure 1. Polyphenols — gut microbiota interaction and its impact on host metabolism. Polyphenols are
secondary metabolites widely distributed in fruits, vegetables and other plant-based foods in glycosylated form.
At the colon, polyphenols not absorbed in the small intestine are catabolized by distinct bacteria phyla pertaining
to gut microbiota. Those bacteria deglycosylate complex polyphenols to deliver bioactive compounds, which
modulate the microbiota by inhibiting harmful and stimulating beneficial bacteria through the biosynthesis of
microbial metabolites, such as the short chain fatty acids (SCFA). Acetate, propionate and butyrate are the most
abundant SCFA at human distal colon, where they are rapidly absorbed by colonic cells via monocarboxylate
transporters (MCT1 and SMCT1), passive diffusion or ion-exchange with bicarbonate (HCOj3'). Once in the
interstitial fluid, SCFA bind to GPR41 and GPR43 receptors, leading to the secretion of the gut-derived satiating
hormones PYY and GLP-1, whereas smaller amounts reach the blood stream to promote metabolic effects on
peripheral tissues, such as liver, adipose tissue, and skeletal muscles. Abbreviations: MCT1, monocarboxylate
transporter 1; SMCT1, sodium-dependent monocarboxylate transporter 1; GLP-1, glucagon-like peptide-1; GRP,
G-protein coupled receptor; PYY, peptide YY.



67

Butyrate is particularly active on white adipose tissue and lipid metabolism. Butyrate
has been shown to increase lipolytic activity in human adipose tissue-derived stem cells
(Jocken et al. 2017) and murine 3T3-L1 adipocytes (Rumberger, Arch, and Green 2014).
Likewise, dietary butyrate given to high-fat-fed mice increased fatty acids oxidation,
improved thermogenesis and energy expenditure, as well as improved insulin sensitivity (Gao
et al. 2009). Lipolytic properties of butyrate have been ascribed to its inhibitory effect on
histone deacetylases (HDACs), which remove acetyl groups from histones and, consequently,
interfere with a large number of genes expression (Rumberger, Arch, and Green 2014).
Besides butyrate, propionate has also been associated to HDAC inhibition. Both SCFAs
strongly increase the expression of intestinal peptide Y'Y (PYY) in human entero-endocrine
cell lineages (NCI-h716 e HuTu-80) seemingly through HDAC inhibition (Larraufie et al.
2018).

Propionate has been characterized as a main substrate of both hepatic and intestinal
gluconeogenesis (De Vadder et al. 2014; den Besten, van Eunen, et al. 2013). Rats fed a
propionate-enriched diet showed increased intestinal gluconeogenesis and improved glucose
homeostasis via gut-brain neural circuits involving GPR41 activation (De Vadder et al. 2014).
Similarly, propionate infusion into rats and mice colon stimulated glucagon-like peptide 1
(GLP-1) and PYY secretion from intestinal L-cells seemingly through GPR43-dependent
pathways (Psichas et al. 2015). The association between propionate and GLP-1 secretion via
GPRA43 activation had been previously suggested due to the marked decrease of propionate-
induced GLP-1 secretion in ffar2”~mice (Tolhurst et al. 2012). In humans, administration of
inulin-propionate, which delivers free propionate upon gut microbiota metabolism, also
increased colonic and plasma levels of GLP-1 and PY'Y, leading to reduction of both body

weight and liver steatosis, as well as improved insulin sensitivity (Chambers et al. 2015).
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Acetate is metabolized in virtually all tissues because of its nature as a substrate for
Krebs cycle (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016). Similar to
propionate, acetate has also been implicated in the modulation of satiety via secretion of PYY
(Freeland and Wolever 2010; Tolhurst et al. 2012; van der Beek et al. 2016) and GLP-1 (Aoki
et al. 2017). In addition, Frost et al. (2014) demonstrated that acetate crosses the blood-brain
barrier and directly stimulate hypothalamic nuclei responsible for appetite control by
increasing pro-opiomelanocortin (POMC) and decreasing Agouti-related peptide (AgRP)
expressions, causing body weight loss in obese rodents(Frost et al. 2014). This weight-loss
effect of acetate has been further supported by others (Lu et al. 2016; Yamashita et al. 2007).
Contrary to these observations, an elegant study conducted by Perry et al. (2016)
demonstrated that the gut microbiota-derived acetate stimulates hyperphagia and body weight
gain in high-fat-fed mice via direct stimulus of the nucleus tractus solitarius and subsequent
hyperinsulinemia caused by augmented parasympathetic firing (Perry et al. 2016).

The role of GPR41, GPR43 and GPR109a as mediators of SCFAs metabolic effects is
still relatively recent. In spite of the abovementioned body of evidence, the variety of SCFAs
physiologic functions imposes the question of whether those receptors are the only targets to
be considered in the design of SCFAs-based therapeutic strategies. Moreover, contradictory
data among quite similar approaches have resulted in challenging data interpretation, which
demands further characterization of additional signaling pathways triggered by SCFAs.

5. Modulatory effects of plant-derived (poly)phenols on gut microbiota

(Poly)phenols constitute a large group of phytochemical compounds naturally found in
vegetables, fruits and derived products, such as chocolate, coffee, wine and tea (Farhat,
Drummond, and Al-Dujaili 2017). Around 8,000 distinct phenolic compounds have been
identified so far, which may be split into two main groups: flavonoids and non-flavonoids,

such as stilbenes, phenolic acids, and catechins (Tsao 2010). Human dietary intake of
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(poly)phenols is estimated in at least 1g per day. However, the absorption of (poly)phenols
from the small intestine is very limited (Manach et al. 2005). The vast majority (90-95%) of
the ingested (poly)phenols, reach the colon where they are metabolized by microbes from the
gut microbiota (Clifford 2004). (Poly)phenols metabolism by gut microbiota depends on
deglycosylation, i.e., cleavage of glycoside bonds and heterocyclic backbone of parent
compounds to generate absorbable bioactive metabolites (Ozdal et al. 2016) (Figure 1).
Bacteria from Bacteroidetes phylum have been shown to express higher diversity of glycan-
degrading enzymes than Firmicutes (Mahowald et al. 2009). Thus, increased concentrations
of (poly)phenols in the colonic lumen are thought to drive the growth of Bacteroidetes,
modulating the gut microbiota composition toward a healthier mix of microbes (Ozdal et al.
2016; Sanders et al. 2019; Liu, Cao, and Zhang 2015). These findings have grounded the
classification of (poly)phenols as prebiotics (Gibson et al. 2017).

The appliance of the following descriptors combination: “microbiota and
(poly)phenols” or “short-chain fatty acids and (poly)phenols” in Pubmed allowed the retrieval
of over 500 studies published between 2008 and 2020. Two criteria for inclusion were
applied: the use of pure, isolated (poly)phenols and the assessment of in vivo metabolism-
related outcomes upon (poly)phenol treatment. Most of the studies retrieved were in vitro or
based on the assessment of plant extracts, which did not make clear the compound responsible
for the described effects. Only 31 studies used purified compounds pertaining to stilbenoids,
flavonoids and capsaicinoids classes of (poly)phenols and therefore were considered

appropriate (Table 1).



Table 1. Effect of isolated (poly)phenols on gut microbiota, short-chain fatty acids production and host metabolic outcomes.
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(Poly)phenol Model Dose Microbiota modulation SCFA . Metabolic outcomes Refs.
production
Stilbenes
Resveratrol DSS-induced 1 mg/kg/day Increased both Lactobacillus spp.  Not assessed Reduced body weight Larrosa et

colitic rats supplemented to  and Bifidobacterium spp., while loss associated to DSS-  al. (2009)
the diet for 25 decreased Enterococcus faecalis. induced colitis.
days.

HFD-fed mice 60 mg/kg/day Reduced Parabacteroides Not assessed Improved glucose Dao et al.
supplemented to  jonsonii, Alistipes putredinis and tolerance without (2011)

the diet for 5
weeks.

Bacteroides vulgatus.

affecting fasting
glycemia and increased
portal vein levels of
GLP-1 and insulin, as
well as GLP-1
intestinal content.



HFD-fed mice

HFD-fed mice

HFHS-fed mice

200 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 12
weeks.

200 mg/kg/day
by oral gavage
for 8 weeks.

400 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 8
weeks.

Increased Bacteroidetes,
Lactobacillus and
Bifidobacterium, while reduced
Enterococcus faecalis
abundances.

Unchanged
Firmicutes/Bacteroidetes ratio,
but reduced Lactococcus,
Clostridium XI, Oscillibacter,
Hydrogenoanaerobacterium and
Flavonifractor abundances.

Increased Bacteroidetes-to-
Firmicutes ratio, characterized by
decreased Turicibacteraceae,
Lachnospiraceae, and
Akkermansia, while increased
Bacteroides and Parabacteroides
abundances.

Not assessed

Not assessed

No changes in
faecal SCFA
acylcarnitines.

Reduced body weight
and epididymal adipose
tissue mass, as well as
fasting blood glucose
levels, while improved
fasting plasma HDL-C
and LDL-C levels.

Reduced body weight
and epididymal adipose
tissue mass, as well as
improved glucose
tolerance and insulin
sensitivity.

Decreased fat mass but
not body weight, while
improved glucose
tolerance.

Qiao et al.

(2014)

Jung et al.

(2016)

Sung et al.

(2017)
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HFD-fed mice

HFD-fed mice

Faecal
transplantation
from RSV-
treated lean
mice to HFD-
fed mice

High-Fructose-

fed rats

35 mg/kg/day
(roughly)
supplemented to
the diet for 8
weeks*.

400 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 16
weeks.

300 mg/kg/day
by oral gavage
for 16 weeks.

50 mg/L in
drinking water
for 9 weeks.

Restored Bacteroidetes-to- Not assessed
Firmicutes ration, reduced

Proteobacteria and increased

Lactobacillus and

Bifidobacterium abundances.

Marked increase in Not assessed
Erysipelotrichiceae family and

Allobaculum genus.

Increased Bacteroidetes and Not assessed
decreased Firmicutes,

characterized by increased

Bacteroides, Lachnospiraceae,

Blautia, Lachnoclostridium,

Parabacteroides, and

Ruminiclostridium abundances.

Decreased Bacteroidetes, but Not assessed
increased Lactobacillus,
Bifidobacterium and

Akkermansia abundances.

Reduced body weight
gain and fat mass
acumulation, as well as
improved glucose
homeostasis.

Reduced body weight
and food intake but did
not change
subcutaneous and
visceral fat pads.
Decreased body weight
and adipose tissue fat
pads but did not change
energy intake.
Improved insulin-
glucose axis function
and modulated lipid
metabolism- and
inflammation-related
gene expression.

Increased body weight,
prevented
hypertension, reduced
renal oxidative stress
and activated nutrient-
sensing signals.

72

Liao et al.

(2018)

Brandt et

al. (2018)

Wang, Li,
et al. (2020)

Tain et al.
(2018).



Trans-resveratrol

HFD-fed mice

HFD-fed rats

Humans

60 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 5
weeks.

10mg/kg/day
supplemented to
the diet for 8
weeks.

2g/day (roughly)
orally for 30
days.

Increased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio, characterized
by increased Ruminococcaceae
and decreased Rikenellaceae and
Peptostreptococcaceae
abundances. Additionally,
reduced the proportion of
Proteobacteria.

Increased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio, characterized
by increased Lachnospiraceae
and decreased Bacteroides and

Desulfovibrionaceae abundances.

Decreased Rikenellaceae,
Ruminococcus, Oscillospira,
Clostridium, Alistipes,
Odoribacter, and Butyricimonas,
as well as increased
Gemellaceae, Turicibacter,
Atopobium,
Gammaproteobacteria, and
Akkermansia.

Not assessed

No changes in
faecal SCFA

Not assessed

Attenuated glucose
intolerance.

No changes in body
weight and food intake,
but decreased plasma
glucose levels and
improved peripheral
insulin sensitivity.

No changes in MetS-
related outcomes but a
slight improvement of
glucose tolerance,
particularly in
Caucasian subjects.
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Sreng et al.
(2019)

Yang,
Deng, et al.
(2019).

Walker et
al. (2019)



Trans-resveratrol +
Epigallocatechin-3-
gallate (EGCG)

Pterostilbene

Humans

Zucker (fa/fa)
rats

80 mg/day RVS
and 282 mg/day
EGCG orally for
12 weeks.

15 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 6
weeks.

Decreased Bacteroidetes and
tended to decrease
Faecalibacteriuim prausnitizii
abundances in men but not
women.

Decreased Firmicutes phylum,
characterized by decreases in
Negativicutes, Lachnospiraceae,
Defluviitaleaceae, but increased
Mollicutes. Additionally,
Bacteroidetes phylum was not
changed, while Verrucomicrobia
phylum was increased.

Not assessed

Not assessed

No changes in energy
intake, but increased fat
oxidation and skeletal
muscle mitochondrial
oxidative capacity.

Reduced body weight
gain and adipose tissue
accumulation, as well
as improved insulin
homeostasis.
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Most et al.
(2017)

Etxeberria
et al. (2017)

Flavonoids

Epigallocatechin-
3-gallate (EGCQG)

Chow-fed rats

Chow-fed mice

200 mg and 400
mg/kg/day
supplemented to
the diet for 4
weeks*.

100 mg, 1500
mg, or 3000
mg/kg/day
supplemented to
the diet for 2, 7,
or 10 days*.

Decreased Bifidobacterium,
Prevotella and Clostridium spp.,
as well as increased Bacteroides
abundances.

Decreased Clostridium cluster 1V
and Clostridium cluster X1Va
abundances upon 2 and 10 days
of treatment.

Decreased
acetate and
butyrate, but

did not change

propionate
caecal levels.
Not assessed

No changes in MetS-
related outcomes but
reduced perirenal fat
pad and liver weight.

No changes in MetS-
related outcomes but
decreased CYP3A gene
expression in the liver.

unno,
Sakuma,
and
Mitsuhashi
(2014).

Ikarashi et
al. (2017)



Quercetin

Hesperetin

Theaflavins

HFD-fed mice

HFD-fed mice

Chow-fed rats

db/db mice

33 mg/kg/day
(roughly)
supplemented to
the diet for 8
weeks*.

50 mg/kg/day
aglycone
guercetin
supplemented to
the diet for 16
weeks*.

360 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 3
weeks*.

140 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 7
weeks*.

Decreased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio, characterized
by increased abundances of
Adlercreutzia, Akkermansia,
Allobaculum, Clostridium and
Parabacteroides, as well as
decreased Desulfovibrionaceae,

Lachnospiraceae and

Ruminococcous abundances.
Increased Bacteroidetes-to-
Firmicutes ratio, characterized by

increased Bacteroidia,
Erysipelotrichi and
Betaproteobacteria and

decreased Deltaproteobacteria,

Bacilli and Clostridia

abundances. Moreover, reduced
Desulfovibrio and Helicobacter
genera, as well as increased
Akkermansia abundances.

Decreased Clostridium subcluster
XI1Va, but increased clusters IV

and XVIII abundances.

Decreased Barnesiella,

Desulfovibrio, Odoribacter and
Lachnospiraceae abundances.

Not assessed

Increases of
34% in acetate,
27% in
propionate, and
21% in butyrate
caecal levels.

Increased
acetate and
butyrate, but
did not change
propionate
caecal levels.
Not assessed

Suppressed body
weight gain and hepatic
steatosis with no
change in food intake.

Reduced body weight
gain and adipose tissue
accumulation, as well
as improved glucose-
insulin axis function,
lipid metabolism and
liver steatosis with no
changes in food intake.

Reduced abdominal
adipose tissue
accumulation.

Decreased blood
insulin levels at week
6.
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Ushiroda et
al. (2019)

Porras et al.
(2017).

unno,
Hisada, and
Takahashi

(2015)

Chen et al.
(2019)
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Phenolic acids

Sinapine HFD-fed mice
Hydroxytyrosol Fine particulate
matter-exposed
mice
HFD-fed mice

6 mg/kg/day
(roughly)
rapeseed oil
sinapine

supplemented to

the diet for 12
weeks*,

50 mg/kg/day
by oral gavage
for 4 weeks.

50 mg/kg/day
by oral gavage
for 8 weeks.

Decreased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio, characterized
by increased Lactobacillaceae,
Akkermansiaceae,
Prevotellaceae, Eggerthellaceae,
Blautia, and Bifidobacterium, as
well as decreased
Lachnospiraceae,
Erysipelotrichaceae,
Peptostreptococcaceae and
Desulfovibrio abundances.

Tended to reduce Firmicutes and
Actinobacteria but increase
Bacteroidetes and Akkermansia
abundances.

Unchanged Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio.

Not assessed

Not assessed

Not assessed

Li et al.
(2019)

Reduced body weight,
food efficiency, and
adipose tissue
accumulation; reversed
dyslipidemia and
hepatic steatosis;
improved glucose-
insulin axis function.

Wang et al.
(2019).

Mitigated visceral
adipose tissue
accumulation, restored
glucose tolerance and
insulin sensitivity, as
well as ameliorated
oxidative stress and
inflammation markers
in the liver.

Liu et al.
(2019)

Others



Capsaicin

Humans

HFD-fed mice

HFD-fed mice

0,078
mg/kg/day for 2
weeks, 1 week
washout and
than 0,156
mg/kg/day for 2
weeks*.

2 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 12
weeks*.

10 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 9
weeks*.

Increased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio, characterized
by increased abundances of
Lachnospiraceae and
Ruminococcaceae families and
Faecalibacterium genus.

Increased Ruminococcaceae and
Lachnospiraceae families and
decreased LPS-producing S24-7
family abundances.

Increased Acidobacteria,
Bacteroidetes and Firmicutes
characterized by increased
abundances of Bacteroides,
Coprococcus and Prevotella
genera; increased Akkermansia as
well as decreased Proteobacteria
abundance.

Not assessed

Increased
butyrate but did
not change
acetate and
propionate
faecal levels.

Not assessed

No changes in MetS-
related outcomes but
increased plasma GLP-
1 and GIP levels, as
well as decreased
plasma ghrelin levels.

Reduced body weight
gain and adipose tissue
accumulation, as well
as improved glucose
tolerance. Additionally,
reduced LPS-induced
endotoxemia and
proinflammatory
cytokines serum levels.

Reduced body weight
gain and food intake, as
well as improved
glucose tolerance.

77

Kang et al.
(2016)

Kang et al.
(2017).

Shen, Shen,
et al.
(2017).



ob/ob mice

db/db mice

HFD-fed
TRPV1-/-mice

6 and 12
mg/kg/day
supplemented to
the diet for 6
weeks*.

Added to the
diet at 0.01% for
4 or 8 weeks *,

2 mg/kg/day by
oral gavage for
12 weeks

Increased Firmicutes-to-
Bacteroidetes ratio characterized
by increased Roseburia, but
decreased Bacteroides and
Parabacteroides abundances.

Prevented the increase of
Firmicutes but did not change
Bacteroidetes abundances.
Additionally, decreased
Lactobacillus abundance.

Increased Bacteroidetes,
Tenericutes and Verrucomicrobia
phyla, characterized by increased
abundances of Bacteroides,
Coprococcus, Prevotella and
Akkermansia genera. Decreased
Proteobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria and Firmicutes
phyla, characterized by decreased
abundances of Sutterella,
Desulfovibrio, Escherichia,and
Helicobacter genera, as well as
endotoxemic S24-7 family.

Increased
butyrate but did
not change
acetate and
propionate
faecal levels.

Not assessed

Increased
acetate and
propionate but
did not change
butyrate faecal
levels.

No changes in body
weight, food and
caloric intake, but
improved glucose
tolerance and insulin
peripheral sensitivity.

No change in body
weight neither white
adipose tissue fat pads.
Avoided the increase of
fasting blood glucose
and insulin levels,
restored glucose
tolerance and improved
insulin peripheral
sensitivity.

Reduced body weight
gain and food intake, as
well as lowered fasting
TG, TC, HDL-C, LDL-
C, glucose and insulin
plasma levels.
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Song et al.
(2017)

Hui et al.
(2019).

Wang,
Tang, et al.
(2020).



Dihydrocapsiate

Honokiol

HFD-fed mice

HFD-fed mice

2and 10
mg/kg/day by
oral gavage for
12 weeks

200, 400 and
800 mg/kg/day
supplemented to
the diet for 8
weeks.

Decreased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, but did note

change Lactobacillus,
Bifidobacterium and
Akkermansia abundances.

Increased Akkermansia,
Bacteroides, Bilophila,

Unclassified_Enterobacteriaceae,

and Fusobacterium, but

decreased Muribaculaceae,
Oscillospira, Ruminococcus,
Unclassified_Clostridiales,
Unclassified_Ruminococcaceae,

Lactococcus, and

Dehalobacterium abundances.

Decreased
acetate,
propionate and
butyrate faecal
levels, but only
butyrate in
caecal content.

Increased
acetate,
butyrate and
propionate
caecal levels.

No change in body
weight gain, food
intake and white
adipose tissue mass.
Reduced serum TG and
insulin levels, as well
as improved glucose
tolerance. Attenuated
hepatic steatosis by
improving insulin
signaling, as well as
transcriptional levels of
thermogenesis and fatty
acid p-oxidation-related
genes.

Reduced body weight
and adipose tissue
accumulation,
improved dyslipidemia
and glucose-insulin
axis function, as well as
reduced systematic
inflammation.

79

Baboota et
al. (2018).

Ding et al.
(2019)
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Resveratrol is the leading (poly)phenol in the microbiota-based studies herein
described (Table 1). Chemically, resveratrol is a phenylalanine-derived (poly)phenol
pertaining to a large, structurally diverse class of oligomeric stilbenoids. Resveratrol is
present in wines and foods widely consumed, while its biological properties and health
perspectives have caught the attention of dieticians, medicinal chemists, and health
professionals (Rauf et al. 2017; Keylor, Matsuura, and Stephenson 2015). An inaugural study
by Larrosa et al (2009) demonstrated that 25-day treatment with a low resveratrol dose (1
mg/kg/day) increased Lactobacilli and Bifidobacterium, as well as avoided the increase of
Enterobacteria upon colitis induction. A total of 2,655 genes, mostly related to inflammatory
pathways, were significantly regulated in distal colon mucosa upon resveratrol treatment
(Larrosa et al. 2009). Dietary supplementation with resveratrol at a much higher dose (400
mg/kg/day) for 8 weeks increased the Bacteroidetes-to-Firmicutes ratio, particularly by
increasing the growth of Bacteroides and Parabacteroides genera, which improved the gut
microbiota dysbiosis of high-fat high-sugar-fed mice (Sung et al. 2017). On the other hand,
administration of resveratrol, at the same dose of 400 mg/kg/day, during 16 weeks to HFD-
fed mice rather increased the relative abundances of bacteria pertaining to Firmicutes,
Proteobacteria and Verrucomicrobia phyla (Brandt et al. 2018). Interestingly, 6-week dietary
supplementation of pterostilbene (15 mg/kg/day), a dimethoxy resveratrol derivative, to obese
Zucker (fa/fa) rats led to reduction of Firmicutes phylum with no significant effect on
Bacteroidetes, but increased profusion of Verrucomicrobia abundances (Etxeberria et al.
2017).

Very few studies have assessed the effects of resveratrol on human microbiota (Table
1). A recent pilot randomized, placebo-controlled clinical trial with 28 obese men receiving 2
g/day trans-resveratrol for 30 days found an increase in several taxa including Akkermansia

muciniphila, an effect restricted to Caucasian subjects, whereas placebo controls showed no
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significant differences in the taxa comparing the pre- and post-treatment specimens (Walker
et al. 2019). On the other hand, a randomized, double-blind, placebo-controlled trial including
37 overweight and obese men and women receiving a combination of epigallocatechin-3-
gallate and resveratrol (282 and 80 mg/day, respectively) for 12 weeks showed that
(poly)phenols supplementation significantly decreased Bacteroidetes and tended to reduce F.
prausnitzii in men but not in women (Most et al. 2017). These studies importantly unveil the
matter of sexual and ethnical influences on the individual response to (poly)phenols intake,
besides the possible mutual antagonism among distinct phenols, which deserve more well-
designed studies in the future.

Flavonoids constitute one of the most studied groups of (poly)phenols, whose structure
in based on a 15-carbon skeleton of a chromane ring attached to a second aromatic ring.
According to the side-chain substituents, flavonoids can be subdivided into groups, such as
flavan-3-ols, flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, and anthocyanins (Fraga, Croft,
Kennedy, and Tomas-Barberan 2019). However, despite the huge number of in vitro and cell-
culture-based studies on the effects of flavonoids on microbiota-derived bacteria, we found
scarce in vivo studies devoted to this phytochemical class. Epigallocatechin 3-gallate (EGCG),
a flavan-3-ol compound, was the second most studied (poly)phenol in terms of microbiota
modulation, followed by the flavonol quercetin and the flavanone hesperetin (Table 1).

EGCG is described to be particularly active against bacteria pertaining to Firmicutes
phylum. Administration of EGCG at 200 or 400 mg/kg/day for 4 weeks to chow-fed rats
strongly decreased the relative abundances of distinct Clostridium clusters (Unno, Sakuma,
and Mitsuhashi 2014). Similarly, administration of EGCG at a very high dose of 3,000
mg/kg/day for 2 or 10 days almost abolished the colonies of Clostridium cluster IV and
Clostridium cluster XIVa in stools from lean mice at both times (Ikarashi et al. 2017). In

contrast, in HFD-fed mice, dietary supplementation with EGCG at 33 mg/kg/day for 8 weeks
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increased relative abundances of Clostridium genus, although it had decreased other
Firmicutes families, such as Lachnospiraceae and Ruminococcaceae, resulting in decreased
Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio (Ushiroda et al. 2019). In an elegant study by Porras et al,
16-week supplementation of a high-fat diet with 0.05% quercetin prevented the development
of HFD-induced dysbiosis in mice (Porras et al. 2017). Of note, quercetin administration did
not change the relative percentage of Firmicutes phylum, although it decreased Proteobacteria
and increased Bacteroidetes, promoting a significant increment of Bacteroidetes-to-Firmicutes
ratio (Porras et al. 2017). Other studies using hesperetin in chow-fed rats and theaflavins in
diabetic db/db mice found rather conflicting data. Hesperetin decreased the relative
abundance of Clostridium subcluster XIVa but increased those of clusters IV and XVIII
(Unno, Hisada, and Takahashi 2015), whereas theaflavins decreased bacteria abundances in
spite of the phyla they belong to (Chen et al. 2019).

Most (poly)phenols are catabolized by host microbiota to form phenolic acids, which
are believed to be mainly absorbed by monocarboxylic acid transporters (Fraga, Croft,
Kennedy, and Tomas-Barberan 2019; Murota, Nakamura, and Uehara 2018). Thus, phenolic
compounds harboring a sole aromatic ring are also capable of modulating host microbiota.
Sinapine, an anticholinesterase phenolic acid, has been shown to modulate the microbiota of
HFD-fed mice. Dietary supplementation of sinapine (~ 6 mg/kg/day) for 12 weeks decreased
the Firmicutes-to-bacteriodetes ratio, particularly by reducing the relative abundances of
Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae, Peptostreptococcaceae families (Li et al. 2019).
Using an animal model of metabolic disruption caused by exposure to fine particulate matter
(£2.5 um, PM), (Wang et al. 2019) demonstrated that oral administration of hydroxytyrosol
(50 mg/kg/day) for 4 weeks to C57BL/6j mice slightly improved PM-induced dysbiosis by
enhancing Bacteroidetes and reducing Firmicutes and Actinobacteria abundances. However,

the same compound at the same dose administered by gavage to HFD-fed mice for 8 weeks
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did not alter the Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio, but promoted some significant changes at
family and genus levels (Liu et al. 2019) (Table 1). These studies importantly suggest that
distinct environmental factors, such as fine particulate matter or fat-rich diets, disturb gut
microbiota homeostasis in different ways, making a particular (poly)phenol more or less
effective in accordance to the dysbiosis inducer.

Lastly but not least, capsaicinoids constitute a particular class of (poly)phenolic
because of conflicting reports on their classification as alkaloids or phenolic compounds
("Capsaicin and Capsaicinoids™). These Capsicum genus-exclusive compounds containing a
sole aromatic ring have been assessed for different metabolic purposes (Tremblay, Arguin,
and Panahi 2016), which include the modulation of gut microbiota (Patcharatrakul and
Gonlachanvit 2016). Capsaicin, the prototypic member of this class, has been shown to
modulate gut microbiota in both rodents (Kang et al. 2017; Shen, Shen, et al. 2017; Wang,
Tang, et al. 2020) and humans (Kang et al. 2016). Administration of capsaicin (2 mg/kg/day)
for 12 weeks to HFD-fed mice increased the relative abundances of Ruminococcaceae and
Lachnospiraceae families, both pertaining to Firmicutes phylum, with an important decrease
of LPS-producing S24-7 family, which is clustered in the Bacteroidetes phylum (Kang et al.
2017). Using a 5-fold higher dose of capsaicin (10 mg/kg/day, 9 weeks), Shen et al found a
general increase in the relative abundances of different phyla in faeces of HFD-fed mice, with
the exception of Proteobacteria that was reduced (Shen, Shen, et al. 2017). Of note, capsaicin
is a naturally occurring agonist of transient receptor potential vanilloid -1 (TRPV1) receptor
(Frias and Merighi 2016), whose deletion has been associated to the onset of local
inflammation and systemic progression toward sepsis (Fernandes et al. 2012). Indeed, oral
administration of capsaicin (2 mg/kg/day, 12 weeks) to female TRPV1’ mice strongly
decreased the relative abundances of diverse genera and families pertaining to the

endotoxemia-associated Proteobacteria phylum (Table 1) (Wang, Tang, et al. 2020). Thus,
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modulatory effects of capsaicin on gut microbiota of TRPV1”- mice consistently support a
TRPV1-independent mechanism of action for this compound.

On the other hand, administration of capsaicin to genetically obese mice showed quite
opposite modulatory response (Table 1). Dietary supplementation of ob/ob mice with 0.01%
or 0.02% capsaicin for 6 weeks consistently increased the Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio in
both doses (Song et al. 2017), 0.01% capsaicin supplementation in db/db mice for 8 weeks
prevented the increase of Firmicutes-pertaining bacterial genera with no change in those from
Bacteroidetes phylum (Hui et al. 2019). Indeed, ob/ob mice have been shown to present a
relative abundance of Firmicutes 35% higher than Bacteroidetes, while db/db mice presented
proportional abundances between these two phyla (Yang, Liu, et al. 2019). Such differences
were attributed to their different genetic backgrounds (Yang, Liu, et al. 2019), which might
interfere with microbiota response to capsaicin. Similarly, it is reasonable to suggest that the
variable modulatory effects herein described for the same compound on different animal
models would be also related to their gender, genetic backgrounds or unknown mechanisms
involved in their dysbiosis development.

6. Relationship between short-chain fatty acids profile and (poly)phenols metabolic
effects

There is an abundance of evidence supporting the colonic SCFAs as signaling
molecules linking microbiota modulation to outcomes influencing host energy metabolism
(Kuwahara 2014; Canfora, Jocken, and Blaak 2015; Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary,
and Backhed 2016; Morrison and Preston 2016). However, few reports on the prebiotic role
of (poly)phenols within those mentioned in Table 1 have assessed SCFAs levels as a feasible
mechanism of action.

The pioneer study by Unno, Sakuma, and Mitsuhashi (2014) correlated the decrease of

acetate and butyrate caecal levels with lower adipose tissue accumulation in EGCG-treated



85

rats, but did not assess metabolic pathways supporting such assumption. When assessing the
effects of the flavonoid hesperetin on chow-fed rats, these authors equally found decreased
adipose tissue accumulation, which was instead correlated with increased caecal levels of both
acetate and butyrate (Unno, Hisada, and Takahashi 2015). Supplementation of
dihydrocapsiate decreased feacal levels of all the assessed SCFAs (Baboota et al. 2018), while
administration of honokiol increased ceacal levels of the same metabolites (Ding et al. 2019),
even though both treatments promoted similar metabolic outcomes in HFD-fed mice. On the
other hand, resveratrol supplementation to HFD-fed mice (Sung et al. 2017) or rats (Yang,
Deng, et al. 2019) improved glucose metabolism and insulin sensitivity with no impact on
feacal SCFAs levels. Capsaicin administration to either HFD-fed mice (Kang et al. 2017) or
ob/ob mice (Song et al. 2017) equally resulted in increased faecal levels of butyrate but did
not change acetate and propionate levels. Diametrically opposed findings were recently
described by Wang, Tang, et al. (2020), who found that capsaicin increased acetate and
propionate, bud did not affect butyrate faecal levels in HFD-fed TRPV1 ™~ mice, suggesting a
potential role for TRP channels on gut microbiota response to prebiotic (poly)phenols.
Assessment of SCFAs levels in the abovementioned studies led the authors to speculate
a relationship between (poly)phenol supplementation, SCFAs profile and metabolic outcomes.
However, very limited molecular mechanistic approaches were demonstrated and the SCFAS
caecal/faecal profiles do not offer a clear clue towards such speculation. Indeed, from the
studies showed in Table 1, the main mechanistic clue toward SCFAs metabolic effects is the
recovering of intestinal barrier integrity and reversal of LPS-induced endotoxemia. Porras et
al. (2017) demonstrated that quercetin supplementation to HFD-fed mice increased ceacal
levels of acetate, propionate and butyrate, resulting in body weight and fat accumulation
reductions, as well as attenuated liver steatosis. They suggested that these metabolic effects

were a result of the recovery of intestinal barrier integrity and reduced serum LPS levels.
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(Porras et al. 2017). Likewise, Wang et al (2020) also ascribed the health metabolic outcomes
of capsaicin supplementation to its impact on LPS serum levels, besides higher stimulation of
GLP-1 and PYY production by SCFA-responding colonocytes overexpressing Gpr43 gene
(Wang, Tang, et al. 2020). Finally, beneficial modulatory effects of capsaicin on HFD-fed
mice microbiota were prevented by HU-210, an agonist of cannabinoid receptor 1 (CB31),
suggesting that CB1 inhibition by capsaicin stimulates caecal butyrogenic bacteria to increase
butyrate levels (Kang et al. 2017).

The knowledge about the molecular pathways activated by SCFA has consistently
evolved since the de-orphanization of their receptors GPR41, GPR43, and GPR109a more
than a decade ago (Milligan, Stoddart, and Smith 2009). A considerable number of recent
reviews have centered on the function and pharmacology of these receptors and proposed
them as potential targets for drug design and cost-effective therapeutic treatments of
neuroendocrine disorders (Cani 2019; Bolognini et al. 2016; Hu et al. 2018; Priyadarshini et
al. 2016) In spite of recent advances, there is virtually no assessment of the transcriptional
and post-translational levels if these receptors or their downstream signaling pathways in
response to prebiotic (poly)phenols supplementation. Thus, despite of all the metabolic
benefits provided by prebiotic (poly)phenols, the mechanistic implication of SCFAs still cares
further supporting data.

7. Closing remarks and perspectives
Phytochemicals are capital to evidence-based pharmacology and modern drug
development strategies. As discussed above, prebiotic (poly)phenols play pivotal role in the
microbiota metabolism, modulating the production of SCFAs and other byproducts that
ultimately improve host neuroendocrine homeostasis. However, despite the increased
appreciation of gut microbiota as a pharmacological target, biochemical and molecular

signaling pathways underlying metabolic outcomes in the host remain underexplored.
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Consequently, microbiota-based phytopharmacological studies have offered more descriptive
than mechanistic analyses (Table 1).

Some factors may contribute to the poor assessment of (poly)phenols mechanisms of
action. Firstly, bioavailability of parent phytochemicals is much lower in the systemic
circulation relative to their microbiota-degraded metabolites or microbiota-derived
byproducts, which are likely responsible for the bioactivities of the parent compounds.
Secondly, chromatography- and mass spectrometry-based protocols have allowed the
assessment of either caecal or feacal SCFAs levels, but accurate measurement of their very
lower serum levels is still technally challenging. Finally, several studies have shown
conflicting responses for the same (poly)phenol, probably due to the wide inter-individual
variability in microbiota, which detains researchers from proposing a standardized SCFASs
healthy profile, and consequently a precise mechanism of action, in response to a given
compound.

Thus, despite the consistent evidence supporting the prebiotic role of (poly)phenols,
there is scarce data corroborating SCFAs as mediators linking microbiota modulation to
health neuroendocrine and metabolic outcomes. Indeed, before making claims on a
mechanistic role of SCFAs, further information on gut:blood SCFAs ratios, as well as
knowledge regarding the individual contributions of each of the major SCFAs to such
outcomes is needed. Nevertheless, the increasing interest on microbiota-targeted therapeutic
strategies, allied to emerging technologies, will open future lines of investigation to assess the
individual profile of SCFAs. This will be of particular importance as a supportive tool for the
prescription and follow-up of patients under prebiotic (poly)phenols regimens.
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Resumo

A sindrome metabodlica (SM) € caracterizada pela coexisténcia de pelo menos trés desses
disturbios: glicemia de jejum elevada, dislipidemia, pressdo arterial elevada e obesidade. Além
da resisténcia a insulina (RI), as altera¢cdes na microbiota intestinal tém surgido como um dos
principais mecanismos responsaveis por essas alteracfes cardiometabdlicas. A dieta é um dos
principais fatores capazes de modular a composi¢do da microbiota intestinal influenciando
diretamente na homeostase do hospedeiro. O papel dos agucares no desenvolvimento da MS
vem sendo investigado. No entanto, existem poucos estudos avaliando o efeito da sacarose na
microbiota intestinal, principalmente, nos primeiros estagios da vida. Assim, este estudo teve
como objetivo investigar o efeito da sacarose no metabolismo glico-lipidico e na microbiota
intestinal de ratos alimentados com dieta rica em sacarose apds o desmame. Ratos Wistar foram
alimentados com dieta padrédo (CTR; n = 6) ou rica em sacarose (HSD; n = 8) por 22 semanas.
O peso corporal, 0 consumo de racdo e o indice de Lee (IL) foram medidos durante todo o
periodo de intervencdo com a dieta. O sangue foi coletado durante a eutanasia para determinar
0s niveis séricos de glicose (GL), triglicerideos (TG), colesterol total (CT), &cidos graxos livres
(AGL) e insulina. A RI foi avaliada pelo calculo do HOMA-IR e do indice TyG. Amostras de
figado foram coletadas para anélise histoldgica utilizando a coloragdo Oil Red, para anélise do
teor de glicogénio e avaliacdo da acetilacdo total de proteinas e expressdo da Acot9 por Western
blotting. As amostras de fezes coletadas foram imediatamente armazenadas a -80 °C e,
posteriormente, utilizadas para extracdo do DNA gendmico, amplificacdo e sequenciamento do
gene 16S rRNA e dosagem dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC). N&o foram observadas
diferencas entre 0s grupos quanto ao peso corporal, IL e consumo energético. No entanto, 0s
animais HSD apresentaram um aumento de 24,5% e 20,3% para a glicose em jejum e pos-
prandial, respectivamente. Esse dado foi corroborado pelo aumento de TyG (13,2%), HOMA-
IR (180%) e insulina sérica (180%) nos animais HSD. Além disso, eles também apresentaram
intolerancia a glicose e a insulina. Em relacdo aos lipidios séricos, o grupo HSD apresentou
aumento dos niveis séricos de TG (134,9%) e AGL (42%) quando comparados aos animais
CTR. Esse dado ¢ corroborado pela presenca de esteatose no figado desses animais. Além disso,
foi observada reducdo de 47% do glicogénio hepatico dos animais HSD em rela¢do ao grupo
CTR, como também aumento do TG hepatico (9%) nesses animais. De acordo com os dados
de sequenciamento, a dieta rica em sacarose modificou a composi¢do da microbiota intestinal
de animais HSD, particularmente associada a espécies do filo Firmicutes, cuja alteracdo foi
caracterizada pelo aumento de espécies da familia Lachnospiraceae, principalmente espécies
do género Blautia. No entanto, houve uma diminuicéo nas espécies do género Lactobacillus. O
aumento de espécies do filo Firmicutes foi associado a um aumento de AGCC, principalmente
0 acetato. Nos animais HSD a producdo de acetato e propionato foi maior (150% e 62%,
respectivamente) em comparacdo com os animais do grupo CTR. N&o houve aumento
significativo na acetilacdo de proteinas totais no figado. Este resultado foi associado ao aumento
da expressao de Acot9 (140%) em animais HSD. Essa proteina esta envolvida no trafico de
substratos para a lipogénese de novo, contribuindo para a ocorréncia de esteatose hepética e
para a inibicdo de processos de acetilacdo de proteinas. Nossos dados mostram que a dieta HSD
foi capaz de modificar a composicdo da microbiota intestinal, reduzindo a diversidade
bacteriana e favorecendo o crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo
alteraces metabdlicas significativas no eixo intestino-figado dos animais.

Palavras-chave: sindrome metabdlica, dieta rica em sacarose, microbiota intestinal, esteatose
hepaética.
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INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é definida clinicamente por um conjunto de fatores de
riscos que promovem o desenvolvimento de doengas metabolicas como a obesidade, a
resisténcia insulinica, o diabetes e doengas cardiovasculares, sendo atualmente um dos maiores
desafios para a saude do mundo moderno (Saklayen 2018). A obesidade abdominal,
disglicemia, hipertensdo, resisténcia a insulina e dislipidemia séo fatores de risco associados a
essa condigcdo e a coexisténcia de pelo menos trés desses fatores de risco caracteriza a SM
(Alberti et al. 2009). N&o existem dados exatos sobre a prevaléncia da SM, condicdo dificil de
mensurar, mas acredita-se que seja trés vezes mais comum do que o diabetes, cuja prevaléncia
é estimada em cerca de 25% da populacdo mundial. Dessa forma, estima-se que mais de 1
bilhdo de pessoas em todo mundo sejam afetadas pela SM (Nolan et al. 2017; Saklayen 2018).
A prevaléncia da SM é maior em populagdes urbanas, principalmente de paises ocidentais.
Porém com a disseminacdo do estilo de vida ocidental, essa prevaléncia também vem

aumentando em outras regides, por exemplo, no sudeste asiatico (Rochlani et al. 2017).

Além de mudancas no estilo de vida, mudancas na dieta tem provocado um aumento
dos fatores de risco associados a sindrome metabolica e suas comorbidades (Schiano et al.
2021). Nesse contexto, pesquisas recentes tém investigado o potencial efeito nocivo a salde
humana do consumo elevado de acUcares refinados ou agucares de adi¢do, na promocgao do
aumento dos casos de obesidade, diabetes e sindrome metabolica, principalmente entre criangas
e adolescentes (Faruque et al. 2019; Deal et al. 2020; Heras-Gonzalez et al. 2020; Arenaza et
al. 2019; Bray and Popkin 2014). Agucares de adi¢cdo sdo monossacarideos (glicose, frutose) e
dissacarideos (sacarose) adicionados ao alimento durante o processo de preparacdo/producao
ou adicionados no momento do consumo (Fidler Mis et al. 2017). Nas Ultimas décadas o
consumo de alimentos ricos em agucares de adicdo aumentou ndo somente em paises ricos,

como também em paises pobres ou em desenvolvimento (Razzaque 2020). A Organizagéo
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Mundial de Satude (OMS) recomenda que a ingestéo de aclcares de adi¢cdo ndo deve ultrapassar
10% do valor energético total da dieta (Organization 2015), porém o consumo desses agucares,
frequentemente, excede o recomendado pela OMS ficando em torno de 25% da energia total
ingerida diariamente (Newens and Walton 2016; Fisberg et al. 2018). Em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, mais de 60% da populagéo relatou consumir quantidades

elevadas de acUcares de adicdo (Fisberg et al. 2018).

A dieta € um dos principais fatores chave capaz de modular a composic¢éo da microbiota
intestinal, influenciando diretamente a homeostase do hospedeiro (Rinninella et al. 2019). Nos
ultimos anos, muitos estudos tém evidenciado a relagdo entre a dishiose da microbiota intestinal
e desordens metabdlicas, como doencas cardiovasculares (Tang et al. 2019), a obesidade (Ley,
Backhed, et al. 2005), o diabetes (Pascale et al. 2019) e doencas associadas a processos
inflamatorios como a sindrome do intestino irritavel (Bhattarai, Muniz Pedrogo, and Kashyap
2017). Como mostrado por Cani et al. (2012), a interacdo entre a dieta do individuo e a sua
microbiota intestinal contribui para o desenvolvimento da inflamagdo cronica sub-clinica,

importante fator associado a ocorréncia de condi¢cdes metab6licas como a SM (Cani et al. 2012).

A patogénese de diferentes doencas do figado tem sido associadas a composi¢do da
microbiota. O figado esta diretamente conectado ao trato gastrointestinal através do eixo
intestino-figado. Nutrientes e metabdlitos bacterianos atravessam o epitélio intestinal e sdo
transportados até o figado pela veia porta contribuindo, assim, para a homeostase do hospedeiro.
Sob a condicéo de disbiose da microbiota intestinal, varios mecanismos podem contribuir para
0 desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA). AlteracGes na
barreira intestinal podem promover o aumento da permeabilidade desse epitélio que associado
a translocacdo de metabdlitos bacterianos e a endotoxemia comprometem o metabolismo
hepatico de lipidios (Tilg, Cani, and Mayer 2016; Marra and Svegliati-Baroni 2018; Delzenne

et al. 2019).
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Entre os metabdlitos derivados da atividade microbiana, os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) sdo resultantes da fermentacdo de carboidratos pela microbiota e sdo utilizados como
uma fonte extra de energia por diferentes células do hospedeiro. O butirato é preferencialmente
utilizado como substrato energético pelos colondcitos, enquanto o acetato e o propionato podem
ser usados como substrato para a sintese de acidos graxos e gliconeogénese, respectivamente
(den Besten, Lange, et al. 2013; Aron-Wisnewsky et al. 2020). O acetato também pode atuar
em processos metabdlicos importantes associados a acetilagdo de proteinas nao-histénicas, por
contribuir com a biossintese de acetil-CoA, principal substrato para as reacGes de acetilacdo

(Menzies et al. 2016).

O impacto de dietas ricas em agUcar sobre a microbiota intestinal vem sendo investigado
recentemente. Camundongos alimentados com dietas ricas em glicose ou frutose, apresentaram
reducdo da diversidade bacteriana, com aumento da abundancia de taxons microbianos
especificos que foram associados a endotoxemia metabdlica e aumento da permeabilidade
intestinal (Do et al. 2018). Em outro estudo com ratos alimentados com 10% de sacarose
adicionada a agua de beber, foram observadas modificagdes na composi¢do da microbiota
intestinal, endotoxemia metabdlica, alteracGes no metabolismo de lipidios e carboidratos, como
também aumento na concentracdo de acetato nas fezes que foi relacionado ao desenvolvimento
de esteatose hepatica (Sanchez-Tapia et al. 2020). de Oliveira Neves et al. (2020) também
demonstraram que ratos alimentados com uma dieta rica em acgucar (sendo 36% do total de
carboidratos referentes a agucares de adigdo) apresentaram modificacbes na composi¢do da
microbiota intestinal com aumento da abundéncia de grupos bacterianos associados com

desordens metabdlicas (de Oliveira Neves et al. 2020).

No contexto do que foi citado acima, em relagdo ao consumo de agucares de adicédo e a
modificacdo da microbiota intestinal, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito de uma

dieta rica em sacarose (HSD) sobre a composi¢do da microbiota intestinal de ratos, logo ap6s
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ao desmame, a producao de acidos graxos de cadeia curta e o potencial efeito desses metabolitos
bacterianos sobre o eixo intestino-figado. Para tal investigacdo, usamos uma dieta cuja
composicao referente a concentracdo de sacarose (em torno de 25% do total de carboidratos) é
semelhante ao consumo de sacarose encontrado em paises da América Latina (Fisberg et al.
2018). Nossos dados mostram que a dieta HSD foi capaz de modificar a composicdo da
microbiota intestinal dos animais, reduzindo a diversidade bacteriana, favorecendo o
crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo, dessa forma, alteracOes

metabolicas significativas no eixo intestino-figado dos animais.

MATERIAL E METODOS
Desenho experimental

Ratos machos da espécie Rattus norvergicus var. Wistar, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Maranhdo, logo apds o desmame (21 dias de vida), foram
randomizados em 2 grupos: grupo controle (CTR; n=6), alimentados com a racdo padrdo
(Nuvital®, Nuvilab, Brazil), sendo 55,4% do total de calorias referente a carboidratos (10% de
sacarose), 21% de proteinas, 5,2% de lipidios, totalizando 3,52 Kcal/g; ou alimentados com
dieta rica em sacarose (HSD; n = 8) sendo 65% do total de calorias referente a carboidratos
(25% de sacarose), 12,3 % de proteinas, 4,3% de lipidios, totalizando 3,48 Kcal/g como
previamente descrito por Pinto et al. (2016) e Sousa et al. (2018) (Pinto, Melo, Flister, Franca,
et al. 2016; Sousa et al. 2018) por um periodo de 22 semanas. Os animais foram mantidos em
local com temperatura controlada (21°C+2°C; 60% de umidade e 12-h de ciclo luz/escuro) com
agua e racao ad libitum. Durante todo o periodo de intervengdo com a dieta, o desenvolvimento

da obesidade foi avaliado pelo calculo do indice de Lee [(peso corporal (g)*3/comprimento
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naso-anal (cm) x 1000] (Bernardis and Patterson 1968). O consumo de racao e a avaliacdo do
desenvolvimento ponderal foram realizados trés vezes por semana.

Durante a ultima semana de intervencdo com a dieta, amostras de fezes foram coletadas
e imediatamente estocadas em freezer a -80 °C e, subsequentemente, usadas para a extracdo de
DNA genémico, amplificacéo e sequenciamento do gene bacteriano 16S rRNA. Durante a 222
semana, 0s animais foram colocados em jejum de 8 horas, para a mensuracao da glicemia pela
cauda (glicosimetro Accuchek Active®) com subsequente realizacio do teste oral de tolerancia
a glicose (OGTT) e teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (iplITT). No periodo
determinado (22 semanas), 0s animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (10 mg/kg
xilazina+40 mg/kg cetamine via intraperitoneal) e foram realizadas coletas de sangue para as
dosagens bioquimicas via artéria mesentérica. Por fim, foram laparotomizados para a retirada
dos coxins adiposos (gordura periepididimal, retroperitoneal, mesentérico e marrom), figado,
intestino e musculos soleo e gastrocnémio que foram lavados com solucgéo salina, dessecados e
pesados (Moon et al. 2013). Todas as amostras foram conservadas e armazenadas (-80 C) para
futuras analises de expressao génica e proteica. As carcacas dos animais sacrificados foram
prontamente identificadas e refrigeradas (-20°C) sendo encaminhadas, no dia seguinte, ao
Biotério Central da UFMA para o correto descarte.

Todos os procedimentos realizados com animais estavam de acordo com o Comité de
Etica de Uso de Animais (CEUA-UFMA), os quais foram submetidos para anélise e aprovados

pelo CEUA-UFMA sob o numero de processo 23115.016318/2016-96.

Avaliacéo do perfil bioquimico sérico

Os niveis de glicose (GL), colesterol total, triglicerideos (TG) e acidos graxos livres
foram avaliadas em amostras de soro por métodos espectrofotométricos utilizando kits

laboratoriais de acordo com as instrucdes do fabricante ((Labtest, MG, Brazil, and Wako, VA,
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USA; Sigma-Aldrich, USA). O nivel sérico de insulina foi avaliado por imunoensaio (Sigma-
Aldrich, USA) seguindo as instrugdes do fabricante. A resisténcia insulinica foi inferida pelo
calculo dos indices TyG (TyG = natural logarithm fasting TG mg/dL x fasting GL mg/dL /2)
(Guerrero-Romero et al. 2010) e HOMA-IR (homeostasis model assessment index [HOMA-IR

= fasting glucose (mM)-fasting insulinemia (uU/ml)-22.5Y)]) (Matthews et al. 1985).

A concentracdo sérica de LPS foi determinada pelo ensaio do lisado de amebdcito
através de kit comercial ((Pierce™ Chromogenic Endotoxin Quant Kit; Thermo Scientific
#A39552). Neste ensaio, as amostras sao primeiramente diluidas de 1/50 até 1/100 e aquecidas
por 15 min a 70 °C. Apds este primeiro passo, as amostras foram estocadas a 2-8 °C por menos
de 24h para parar toda a atividade bacteriana. Depois as amostras e o padrdo foram incubados
com o lisado de amebdcito por 14min e, em seguida, com o substrato cromogénico por 6min.

Apos a solucdo de parada, a leitura foi realizada em comprimento de onda de 405nm.
Histologia e glicogénio hepatico

As amostras de figado foram incluidas no composto Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek,
EUA) e congeladas rapidamente em uma mistura de gelo seco e 2-metilpentano (Fisher
Scientific, EUA). Cortes de figado com 10 um de espessura foram fixados em formol a 10% e
corados com Oil Red O (Sigma-Aldrich, EUA). Essas secdes foram analisadas por dois
pesquisadores de uma maneira cega independente para determinar o escore NAFLD / NASH
para o grau de esteato-hepatite, de acordo com os critérios definidos previamente (Kleiner et al.
2005). As laminas foram digitalizadas usando um microscopio Olympus BX53 (Olympus
America, EUA), e as imagens digitais de alta resolucdo foram capturadas em um computador
com ampliagdes de alta poténcia (X4 ou X20).

Para determinac&o do glicogénio hepatico foi realizado o protocolo Hassid and Abraham
(1957) com algumas modificacBes. Amostras (250 mg) de figado foram colocadas em tubos

contendo 1 ml de KOH 30% e fervidas (100 °C) por 1 h para completa homogeneiza¢do. Em
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seguida, em cada tubo foi adicionado 100 pl de NaSO4 50% e 3,5 ml de etanol (70%) e, enté&o,
fervido (100 °C, 15 min) para precipitacdo do glicogénio. As amostras foram centrifugadas a
1000 rpm (20 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em agua quente.
Em 5 pl dessa ressuspenséo foi adicionado 445 pl de H,Odd e 1 ml da antrona 0,2% em H2SOa4.
Essa mistura foi aquecida (100 °C, 15 min) e o conteudo de glicogénio mensurado por
espectrofotometria (650 nm).

Avaliacao da acetilacao proteica por Western Blotting

Amostras de figado (n=14) foram homogeinizadas por sonica¢do com o tampéao
de lise contendo inibidores de proteases (1 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina e 10 mM
PMSF) e fosfatases (2 mM ortavanato de sddio, 10 mM pirofosfato de sédio e 10 mM pB-
glicerolfosfato). 30 g de proteina de cada amostra foi diluida com tampéo de amostra Laemmli
e carregado em gel SDS-PAGE para separacao proteica. Apés a separacao, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose. Para deteccdo das proteinas de interesse, as
membranas foram incubadas overnight com os seguintes anticorpos primérios: [anti-
Acetilated-Lysine (1:1000; Cell Signaling, USA, Cat# 9441), anti-Acot9 (1:1000; Invitrogen,
USA, Cat# PA5-109356), anti- B-Actin (1:1000; Sigma-Aldrich, USA, Cat# A5441). Em
sequida, foi realizado a incubacdo por 1 h (temperatura ambiente) com os anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase. A revelacdo das proteinas foi feita por
quimioluminescéncia utilizando kit SuperSignal™ (Thermo Scientific, USA, Cat. #34577). Os
resultados foram expressos baseados na densidade relativa da p-actina (1:10.000; Sigma

Aldrich, USA).
Extracdo de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA

O DNA gendmico foi extraido e a amplificacdo da regido V3V4 do gene 16S rRNA foi
realizada conforme descrito anteriormente (Bartram et al. 2011; Whelan et al. 2014).

Resumidamente, cada pellet fecal foi homogeneizado mecanicamente e lisado enzimaticamente
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antes da extracdo de DNA com fenol-cloroférmio-isoamil. A amplificacdo da regido V3V4 foi
realizada usando primers reversos adaptados a um barcode. Cada reacdo continha 5 pmol de
primer, 200 mM de dNTPs, 1,5ul 50 mM MgCI2, 2 ul de 10 mg / ml de soro albumina bovina
(irradiado com um transiluminador para eliminar DNA contaminante) e 0,25ul de Taq
polimerase (Life Technologies, Canada) para um volume total de reagdo de 50 pl. Os produtos
de PCR foram purificados por eletroforese em gel e subsequentemente sequenciados usando a
plataforma Illumina MiSeq (2x150bp) no Farncombe Genomics Facility (McMaster University,

Hamilton ON, Canada).

Anélise do sequenciamento do gene 16S rRNA

Os arquivos FASTQ resultantes foram processados usando um pipeline interno
personalizado (Whelan et al. 2014). Os reads que excederam o comprimento da regido 16S
rRNA V3 foram cortadas usando Cutadapt (Martin 2011), e os reads emparelhados foram
alinhadas usando PANDASeq (Masella et al. 2012). Amplicons de sequéncias variantes (ASVSs)
foram geradas usando DADAZ2 (Callahan et al. 2016b) e taxonomia foi atribuida usando o RDP
Classifier (Ribosomal Database Project, RRID: SCR_006633) contra o banco de dados de
referéncia Silva 132. ASVs néo bacterianos foram removidos por taxa de exclusao pertencentes

ao reino Eukaryota, um filo desconhecido, ou a familia Mitocdndria.

A analise dos dados de sequenciamento foi realizada em R (Projeto R para Computacéao
Estatistica, RRID: SCR_001905). Medidas de alfa diversidade dos dados ASV rarefeitos foram
calculadas usando o indice de diversidade de Shannon (phyloseq, RRID: SCR_013080) e
analisadas por modelo linear misto com tratamento (HFCS vs controle) e dia (3 semanas vs 6
semanas) como efeitos fixos e ID de camundongo como um efeito aleatorio. A beta diversidade
de contagens de ASV normalizadas (soma total escalonada) foi calculada usando a métrica de
dissimilaridade de Bray Curtis e visualizada através da ordenacdo da Analise das Principais

Coordenadas (PCoA) (ggplot2, RRID: SCR_014601). As diferengas de toda a comunidade



109

entre os grupos foram analisadas usando andlise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA) e o comando adonis (vegan; RRID: SCR_011950). DESeq2 (RRID:
SCR_015687) foi usado para identificar géneros que diferiam significativamente entre os
grupos (limite de significancia definido como um valor p <0,01 ap0s o ajuste para testes
multiplos via implementacdo DESeq2 do procedimento de ajuste de testes maultiplos de

Benjamini-Hochberg) e visualizado usando ggplot2.

Quantificacao dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os niveis de AGCC foram medidos em amostras fecais por Cromatografia Gasosa e
Deteccdo de lonizacdo de Chama (CG-FID). Quantidade equivalente em peso de 100 mg de
amostras fecais foi suspensa em 1 mL de &cido fosférico a 5%, homogeneizada por 1 minuto
em um vortice e, em seguida, centrifugada para remover o sobrenadante. 1,9 mL de acetato de
etila P.A. foi adicionado ao conteddo, homogeneizado por 1 minuto em vortice e depois
centrifugado a 2000G por 2 minutos a 4 ° C. A fase orgéanica foi removida e armazenada em
frasco. Para as amostras padrédo, 0 mesmo processo foi realizado em solugdo de 1 mL, com 4

ML dos padrbes para cada AGCC em acetato de etila.

A anélise dos AGCC foi realizada segundo Masood et al, 2005, com adaptacbes. A
leitura foi realizada em um cromatdgrafo gasoso Trace 1310 (Thermo Scientific), utilizando
uma coluna DB-FFAP de 15 m x 0,1 mm DI x 0,1 pm de espessura (J&W Scientific da Agilent
Technologies). A configuracdo da temperatura comeca em 90 ° C, que é entdo aumentada em
40°C/minaté 150 ° C, 12,5° C/ min até 170 ° C, 58,5 ° C / min até 240 ° C e mantida por 1
minuto. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio / nitrogénio com pressdo constante de 345
kPa. O Detector de lonizacdo por Chama foi programado para 250 ° C, ar sintético e nitrogénio
em vazéo de 350mL / min e 40mL / min, respectivamente, na propor¢éo de 30: 1, e volume de

injecdo de 1 pL.



110

Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias. A analise dos
dados dos experimentos foi realizada por meio dos testes estatisticos paramétricos (teste t de

Student ndo pareado e unicaudal). As diferencas foram significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

Os animais HSD n&o apresentaram alteracdes quanto ao ganho de peso corporal ou ao
indice de Lee em relacdo ao grupo controle no periodo de 150 dias. O consumo de racéo dos
animais diminuiu apds a 5% semana de avaliacdo, sendo mantido até o final do periodo de

intervencdo com a dieta, mas sem diferengas significativas entre os grupos CTR e HSD (Fig.
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Figura 1. Par@metros morfométricos durante o periodo de intervencdo com a dieta. A. Peso dos animais em
gramas (g). B. Consumo energético dos animais (g/100g/dia). c. Indice de Lee (IL) (g¥3/cm™x 1000) avaliados
nos animais alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) durante
22 semanas ap6s o desmame (21 dias). As barras representam média + epm. Teste t de Student ndo pareado.
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O consumo da dieta rica em sacarose impactou negativamente na homeostase da glicose.
Os animais HSD apresentaram elevados niveis de glicose em jejum (96,88 + 5,83 mg/dL),
glicose pos-prandial (131.1 £ 5.95 mg/dL) e elevado niveis de insulina (19,98 + 3,39 pUI/mL)
qguando comparado aos animais do grupo CTR (77,83 £ 4,02 mg/dL; 109 £ 6,53 mg/dL; 7.13 +
1,72 pUl/mL) (Fig. 2 A, B e C). Os animais HSD também apresentaram resisténcia insulinica,
inferida pelos indices TyG e HOMA-IR (Fig. 2 D e E). Esses dados sdo corroborados pelo
aumento dos niveis séricos de acidos graxos livres (0,84 = 0,06 mg/dL) nos animais HSD

quando comparados aos animais do grupo CTR (81,80 + 8,60; 0,59 + 0,04 mg/dL) (Fig. 2 F).
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Figura 2. Perfil bioquimico e resisténcia insulinica. Niveis glicémicos séricos (mg/dL) em jejum (A) e pés-prandial
(B). Niveis séricos de insulina (uIU/ml) (C). indice TyG (D). indice HOMA-IR (E). Niveis séricos de &cidos graxos
livres (F) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrédo (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD,
n=8) durante 22 semanas ap6s o desmame (21 dias). As barras representam média + epm. Teste t de Student néo
pareado. " p <0.05 ** p < 0.01.

A partir da observacao desse conjunto de dados, podemos observar que a introducao
precoce de uma dieta rica em sacarose promove o desenvolvimento de fatores de riscos

associados com a sindrome metabdlica, dislipidemia e resisténcia insulinica.
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A exposicdo a dieta promove mudangas na microbiota intestinal e induz a produgdo de

AGCC

A dieta rica em sacarose reduz significativamente a alfa diversidade mensurada pelo
indice de Shannon (p = 0.02311). Esse dado sugere que os animais HSD (Vermelho)
apresentaram ambos pouca e/ou menor distribuicdo de espécies bacterianas comparado aos
animais CTR (preto) (Fig. 3 A). De acordo com a andlise dos 25 géneros mais abundantes, a
dieta rica em sacarose foi capaz de modificar a composi¢éo da microbiota intestinal (Fig. 3 B).
O impacto da dieta sobre as comunidades microbianas da microbiota intestinal visualizadas
pela andlise das principais coordenadas (PCoA) usando a métrica de dissimilaridade de Bray-
Curtis nos animais CTR (preto) ou HSD (vermelho), mostrou que 0s animais se agrupam

claramente de acordo com a dieta (R = 0,336, p = 0.001 by PERMANOVA) (Fig. 3 C).
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Figura 3. Avaliacdo da microbiota intestinal. Alfa diversidade calculada pelo Indice de Shannon (A).
Abundancia relativa dos 25 géneros mais abundantes (B). Analise das principais coordenadas (PCoA)
usando o indice de dissimilaridade de Bray curtis (R? = 0.336, p = 0.001 by PERMANOVA) (C)
avaliados nos animais alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose
(HSD, n=8) ap6s 22 semanas de intervencéo.

Os gréaficos abaixo representam a relativa abundancia de géneros que significativamente
sdo alterados pela dieta HSD quando comparados ao grupo CTR. A maioria dos géneros sdo
pertencentes a familia Lachnospiraceae, que inclui membros produtores de AGCC,
particularmente butirato e acetato (especialmente espécies do género Blautia). O Unico género
que diminuiu foi o A2. E especialmente interessante a abundancia aumentada de Akkermansia,
uma conhecida bactéria que degrada mucina e est4 envolvida com a imunidade e a funcéo de

barreira do epitélio intestinal (Fig. 4 A). Os AGCC, principalmente, acetato, propionato e
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butirato sdo produzidos pela microbiota intestinal. Como mostrado na Fig. 4B, nos observamos

que os niveis de acetato e propionato foram elevados nas fezes dos animais HSD. Nestes

animais a producao de acetato e propionato foram, respectivamente, 150% e 62% maiores

quando comparados aos niveis observados nos animais do grupo CTR. Entretanto, nenhuma

diferenca foi observada com relacéo aos niveis de butirato entre os animais HSD e CTR. Quanto

a avaliacdo do LPS circulante, pode-se observar que ndo houve diferencas entre os animais

CTR e os animais HSD (Fig. 4 C).
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Figura 4. Abundancia relativa dos géneros mais alterados pela dieta HSD (A). Concentracdo de AGCC nas fezes
(B). Endotoxina sérica (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padréo (CTR, n=6) e com a dieta rica
em sacarose (HSD, n=8) apds 22 semanas de intervencao. As barras representam média + epm. Teste t de Student

ndo pareado. * p < 0.05 *** p < 0.001.

Exposicdo a dieta rica em sacarose promove acumulo de lipidios e reducéo do conteudo

de glicogénio no figado
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Apbs 150 dias de exposicdo a dieta, os animais HSD apresentaram esteatose hepatica

guando comparados aos animais CTR (Fig. 5A).
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Figura 5. Andlise histoldgica do figado apds o periodo de intervengdo com a dieta. Seccdes de amostras de figado
coradas com Oil Red para a visualizagé@o de droplets de lipidios, morfologia de hepatécitos, score para esteatose,
ballooning e inflamacéo avaliados em ratos do grupo CTR (n=6) e HSD (n=8) (A). Conteldo de glicogénio
hepético (B). Expressdo proteica da Acot9(C) e avaliagdo da acetilacdo total de proteinas por Western blotting
(D). Niveis hepético (E) e séricos (F) de triglicerideos ap6s 22 semanas de intervencdo. As barras representam
média + epm. Teste t de Student ndo pareado. * p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001.

O acumulo excessivo de lipidios no hepatécito pode causar resisténcia insulinica

hepatica, comprometendo, assim, a biossintese de glicogénio. Nesse contexto, o contetdo de
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glicogénio é reduzido no figado. Foi observado que o conteudo de glicogénio hepatico foi

reduzido nos animais HSD comparado aos animais CTR (p<0.05) (Fig. 5B).

A acetilacdo de lisina é envolvida em varias vias celulares, sendo crucial para a ativagdo
e desativagdo dessas vias. De acordo com a avaliacdo da expressdo total de proteinas acetiladas
no figado, nenhuma diferenca foi observada entre os animais HSD comparados aos animais do
grupo CTR (Fig. 5C). Por isso, resolvemos avaliar a expressao da Acot9 nesse mesmo tecido.
Essa proteina foi recentemente envolvida no trafico de acetil-CoA para o interior da
mitocondria, limitando assim, a disponibilidade de acetil-CoA para os processos de acetilacéo
de proteinas no figado. Observamos que a expressao da Acot9 foi aumentada em 140% nos
animais HSD em relacdo aos animais CTR (Fig. 5D). Dessa forma, podemos sugerir que a
expressdo aumentada da dessa proteina esteja inibindo o processo de acetilagdo proteica no
tecido hepatico. Além disso, a expressdo aumentada da Acot9, favorece o aumento de substratos
para a lipogénese de novo, contribuindo para a ocorréncia da esteatose hepatica. Para corroborar
com esse resultado, observamos o aumento dos niveis de triglicerideos hepaticos (Fig. 5E) e

séricos (Fig. 5F) nos animais HSD em comparagdo aos animais CTR.

DISCUSSAO

O nosso estudo mostra que a dieta rica em sacarose (HSD) foi capaz de promover
alteracdes na composi¢éo da microbiota intestinal de ratos. Mais precisamente, observamos que
a dieta favoreceu a proliferacdo de alguns grupos especificos de bactérias, modificando a
abundancia de grupos pertencentes ao Filo Firmicutes que, por sua vez, vem sendo associado
ao desenvolvimento de obesidade (Ley, Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007) e outras
desordens metabolicas como a doenca hepética gordurosa ndo-alcoolica (DHGNA) (Le Roy et

al. 2013).
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A ingestdo de HSD com 25% de sacarose por 22 semanas favoreceu a proliferacéo de
géneros bacterianos especificos como, Blautia e Fusicatenibacter, ambos pertencentes a familia
Lachnospiraceae, filo Firmicutes. A familia Lachnospiraceae € um dos principais grupos
taxonémicos constituintes da microbiota intestinal, sendo responsavel pela degradacdo de
polissacarideos complexos e, assim, gerando metabdlitos derivados dessa acdo bacteriana como
o0s acidos graxos de cadeia curta (AGCC). As espécies componentes desse grupo bacteriano
também apresentam a capacidade de fermentar uma grande variedade de substratos organicos
na regido do colon (Ejtahed et al. 2020). Em estudo realizado com pacientes, para avaliar o
impacto da suplementacdo com leite integral sobre a microbiota intestinal, foi observado que
individuos com dificuldade em digerir a lactose apresentaram um aumento na abundancia de
bactérias dos géneros Anaerostipes e Blautia (familia Lachnospiraceae), evidenciando, assim,

a participacdo dessas espécies no processo de fermentacéo da lactose (Li et al. 2018).

Outros estudos encontraram associagao entre 0 aumento na abundancia de espécies do
género Blautia e desordens metab6licas como, a obesidade, elevado BMI (Kasai et al. 2015;
Bonder et al. 2016; Org et al. 2017) e acimulo de gordura visceral (Ozato et al. 2019). Este
género foi positivamente correlacionado com a presenca de acidos graxos saturados (SFAS) e
acidos graxos monoinsaturados (MUFASs) (Org et al. 2017), triglicerideos, acidos graxos ndo-
esterificados (NEFA) e niveis séricos de malondialdeido (MDA) (Yang, Deng, et al. 2019). Um
estudo realizado com pacientes diagnosticados com DHGNA, demonstrou um aumento na
abundancia de espécies da familia Lachnospiraceae, com particular aumento de cerca de duas
vezes mais especies do género Blautia, nesses pacientes, em comparagdo com os individuos do
grupo controle. Nesse mesmo estudo, pacientes diagnosticados EHNA também apresentaram
elevada abundancia de espécies do género Blautia (Shen, Zheng, et al. 2017). Resultados
semelhantes foram observados por Raman et al. (2013), em que pacientes obesos e com

DHGNA apresentaram aumento na abundancia de espécies da familia Lachnospiraceae
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(Raman et al. 2013). Em outro estudo realizado com criancgas diagnosticadas com EHNA, o
aumento na abundancia de Blautia foi também observado (Del Chierico et al. 2017). Em nosso
estudo, os animais HSD apresentaram, por exemplo, esteatose hepatica, elevados niveis de

triglicerideos e acidos graxos livres no soro.

Corroborando com 0s nossos resultados, outros estudos demonstraram que a adi¢do de
acucares simples a dieta modifica a composi¢do da microbiota intestinal. Neves et al. (2020)
observaram que ratos Wistar alimentados com uma dieta rica em agucar (36, 32% do contetido
de carboidratos foi referente a adicéo de sacarose) por 15 semanas, apresentaram modificacGes
profundas na composicdo da microbiota intestinal, principalmente relacionado ao aumento da
abundancia de sub-classes pertencentes ao filo Proteobacteria, grupos esses associados ao
desenvolvimento de desordens metabélicas como a obesidade (de Oliveira Neves et al. 2020).
Um outro estudo demonstrou que camundongos alimentados com uma dieta rica em glicose ou
frutose (65.0% do total de calorias referente a carboidratos - 85% de glicose ou frutose e 15%
de sacarose) por 12 semanas, apresentaram reducao na diversidade bacteriana caracterizada pela
reducdo na abundancia de espécies do filo Bacteroidetes e aumento na abundancia de

Proteobacteria (Do et al. 2018).

Fastjova et al. (2020) observaram que fémeas BALB/c alimentadas com dieta rica em
acucar (46,4% sacarose; 7% dextrose) por 3 semanas, sofreram mudanc¢as na composi¢do da
microbiota intestinal associadas ao aumento na abundancia de espécies da familia
Enterococcaceae e do género Turicibacter, ambos pertencentes ao filo Firmicutes. Além disso,
a associacgdo da dieta rica em agtcar com o sodio de sulfato de dextrano (DSS) para a indugéo
de colite, favoreceu a proliferacéo de E. coli e fungos do género Candida, evidenciando assim,
a influéncia da dieta na promocdo do crescimento de espécies bacterianas e fdngicas
potencialmente patogénicas (Fajstova et al. 2020). Em outro estudo, tambem com inducéo de

colite por DSS, a administracdo de 10% de sacarose por 7 dias, promoveu 0 aumento da
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abundancia de Bacteroidetes e Proteobacteria, com reducdo de espécies das familias
Lactobacillaceae and Lachnospiraceae. Foi também observado o aumento na abundéancia de

especies da familia Akkermansiaceae (Khan et al. 2020).

No presente estudo, os animais HSD apresentaram aumento na abundancia de
Akkermansia muciniphila e reducdo de espécies do género Lactobacillus. Apesar de estudos
recentes relatarem efeitos benéficos associados a abundancia da A. municiphila em rela¢do ao
controle de desordens metabdlicas, reducdo do acimulo de gorduras e ganho de peso (Chevalier
et al. 2015; Derrien, Belzer, and de Vos 2017; Macchione et al. 2019), existem algumas
evidéncias de que 0 aumento na abundancia dessa espécie esteja associada a promocao da colite
(Desai et al. 2016; Seregin et al. 2017). Khan et al. (2020) sugerem que a reducdo da camada
de muco observada no intestino dos animais alimentados com dieta rica em aclcar esta
associada ao aumento da abundancia de A. municiphila nesses animais, tendo em vista que essa
espécie degrada a mucina presente no muco (Khan et al. 2020). Dessa forma, com a redu¢éo da
camada de muco, bactérias patogénicas podem se aproximar do epitélio intestinal provocando

infeccOes (Desai et al. 2016).

Lactobacillus spp. sd@o associadas a manutencdo da homeostase intestinal induzindo,
por exemplo, a producéo de citocinas anti-inflamatorias e inibindo a proliferacdo de bactérias
patogénicas no epitélio intestinal (Becker, Neurath, and Wirtz 2015). Espécies do género
Lactobacillus sdo frequentemente usadas como probi6ticos em humanos, como uma alternativa
interessante no tratamento da obesidade, sindrome metabdlica e processos inflamatérios
crénicos associados a modificacdo da dieta e do estilo de vida (Tenorio-Jiménez et al. 2019).
Estudos com ratos mostraram que a suplementacdo da dieta com linhagens da espécie
Lactobacillus (L.) reuteri foi capaz de reduzir a hipercolesterolemia dos animais, além de
normalizar os niveis glicémicos (Singh et al. 2015; Otero et al. 2017). Em camundongos nao-

diabéticos alimentados com dieta rica em gordura, a administracdo de L. rhamnosus por 13
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semanas foi capaz de promover a melhora no controle glicémico, aumentando a sensibilidade a
insulina e a expressdo de GLUT4, além do aumento da producéo de adiponectina (Kim et al.
2013). Resultados semelhantes foram observados em ratos alimentados com dieta rica em
frutose e com administracdo de L. reuteri por 14 semanas, onde ocorreu melhora na resisténcia
insulinica e da esteatose hepatica apds a intervencdo com este probidtico (Hsieh et al. 2013).
Estudos com o uso dessas linhagens probidticas de Lactobacillus em humanos apresentaram
resultados semelhantes ao encontrado em animais (Luoto et al. 2010; Ejtahed et al. 2011; Simon

et al. 2015).

AlteracOes na composicdo da microbiota intestinal pode contribuir para a endotoxemia
metabolica. Dessa forma, as bactérias constituintes da microbiota intestinal sdo tidas como
fontes importantes de LPS e comecaram a ser investigadas como uma possivel causa para a
endotoxemia metabdlica (Fuke et al. 2019). Estudos com dietas enriquecidas com agucar tem
demonstrado associacdo entre a disbiose da microbiota intestinal e aumento de LPS na
circulacdo. Animais alimentados com dieta rica em glicose ou frutose, apresentaram mudancas
na microbiota intestinal, principalmente associada ao aumento da abundancia de espécies do
filo Proteobacteria, onde as bactérias constituintes desse filo sdo Gram-negativas. Foram
observados aumento de LPS circulante e da permeabilidade intestinal, sendo assim, constatado
a relagdo entre a dieta e a disbiose como causa da endotoxemia e inflamagdo do colon,
contribuindo também, para a promocéo de desordens metabdlicas (Do et al. 2018). Prajapati et
al. (2015) observaram um aumento de cerca de 72% de bactérias do filo Proteobacteria em ratos
alimentados com dieta rica em acgucar. Os autores sugerem que o significante aumento na
abundancia de bactérias Gram-negativas estaria associado ao aumento dos niveis de LPS no

plasma dos animais (Prajapati et al. 2015).

Em nosso estudo ndo observamos diferenca quanto aos niveis circulantes de LPS nos

animais HSD em comparagéo aos animais do grupo controle. Diferente dos trabalhos citados
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acima, em nosso estudo observamos aumento na abundancia de grupos do filo Firmicutes, onde
a maioria das espécies sdo Gram-positivas. O aumento dos niveis circulantes de LPS tem sido
também associado a alteragdes no epitélio intestinal que promovem o aumento da
permeabilidade do mesmo (Fuke et al. 2019). Em nossa pesquisa ndo avaliamos o efeito da

dieta rica em sacarose sobre o epitélio intestinal.

Componentes da dieta que ndo sdo completamente digeridos sdo fermentados por
bactérias anaerdbicas no intestino grosso. Como subprodutos desse processo de fermentacdo
sdo gerados gases e acidos organicos, particularmente trés principais acidos graxos de cadeia
curta: acetato, propionato e butirato (Louis, Hold, and Flint 2014). Nossos dados mostram que
a concentracdo de acetato e propionato nas fezes de animais HSD aumentaram 150% e 62%,
respectivamente, em comparagdo aos animais do grupo controle. Ndo foram observadas
diferengas na concentracdo de butirato nos animais HSD. A producdo de AGCC varia de acordo
com a composicdo da microbiota intestinal e condigdes ambientais do intestino, incluindo pH
e disponibilidade de substrato (Louis, Hold, and Flint 2014). Tem sido sugerido que
carboidratos ndo-digeriveis como as fibras vegetais, sdo o principal substrato para a producao
de AGCC pela microbiota intestinal. Porém, alguns carboidratos digeriveis como os agucares,

podem modular a producdo dessas substancias (Singh et al. 2017; Sanchez-Tapia et al. 2020).

As vias de producdo de acetato sdo amplamente distribuidas entre varios grupos
bacterianos, incluindo bactérias acetogénicas, enquanto as vias de producdo de propionato e
butirato sdo mais especificas (Morrison and Preston 2016). Como ja citado
anteriormente, em nossa pesquisa observamos aumento na abundancia de espécies da familia
Lachnospiraceae, principalmente espécies dos géneros Blautia, Coprococcus e
Fusicatenibacter nas fezes dos animais HSD. Algumas espécies do género Blautia séo
acetogénicas e estdo envolvidas na producédo do acetato a partir de gases como o H> e 0 CO2 ou

entdo, a partir do formato pela via Wood-L jungdahl (Canfora et al. 2019). Alem disso, espécies



122

da familia Lachnospiraceae, presentes em amostras de fezes humanas, foram associadas a
produtos resultantes da fermentacdo de hexoses, entre eles, formato, acetato, lactato e succinato
(Louis et al. 2007). Laffin et al. (2019) reportaram que animais alimentados com dieta rica em
acucar por 2 dias, rapidamente sofreram modificacdes na composic¢éo da microbiota intestinal
com reducdo significativa na concentracdo de AGCC cecal, com particular reducéo do acetato.
Os autores sugerem que esse resultado estaria associado a significativa reducdo da abundancia
de espécies da familia Lachnospiraceae, conhecidas como produtoras de butirato e acetato

(Laffin et al. 2019).

Os AGCC sdo rapidamente absorvidos do Iumen do intestino e, em seguida, séo
distribuidos podendo atuar nos mais diferentes 6rgdos e células do hospedeiro, exercendo
também efeitos metabdlicos diferentes. O butirato € basicamente utilizado como substrato
energético pelos colondcitos, enquanto o propionato ao ser liberado do IGmen do intestino segue
para o figado, através da veia porta, onde sera altamente metabolizado. Ja o acetato, por ndo ser
muito metabolizado pelo figado, acaba alcancando concentracBes maiores na circulacdo

periférica (Louis, Hold, and Flint 2014; Canfora et al. 2019).

Embora os AGCC venham sendo associados com efeitos metabolicos benéficos e perda
de peso, a producéo dessas substancias envolve processos de maior extracdo de energia dos
nutrientes e, dessa forma, fornecendo energia extra para o hospedeiro, 0s AGCC s&o associados,
por exemplo, ao ganho de peso (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016;
Aron-Wisnewsky et al. 2020). Concentragdes elevadas de AGCC foram encontradas em
amostras de fezes de pacientes obesos (Schwiertz, Taras, Schéfer, et al. 2010; Rahat-
Rozenbloom et al. 2014). Em um outro estudo também com humanos, pacientes com a doenga
hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) apresentaram concentragdes elevadas de acetato,
propionato e butirato nas fezes. Além disso, os autores do estudo sugerem que a concentracao

elevada de acetato e propionato nas fezes desses pacientes podem contribuir para o



123

desenvolvimento da esteato hepatite ndo-alcoolica (EHNA) (Rau et al. 2018). Nossos dados
mostram que 0s animais alimentados com a dieta rica em sacarose apresentaram esteatose
hepética. Esse dado é corroborado por um outro estudo em que o consumo de sacarose foi
associado ao aumento na concentracdo total de AGCC nas fezes de ratos Wistar,
particularmente o acetato, sendo este relacionado ao desenvolvimento da esteatose hepatica nos

animais (Sanchez-Tapia et al. 2020).

Acidos graxos de cadeia curta sio substratos para o metabolismo energético do
hospedeiro, fornecendo energia adicional através da sua participacdo em processos como a
lipogénese e a gliconeogénese. den Besten et al. (2013) investigaram a possivel participacdo
dos diferentes AGCC em diferentes vias bioquimicas. Assim, foi avaliada a participacdo deles
na sintese hepética de diferentes &cidos graxos como os acidos graxos livres e os triglicerideos.
Para isso, os autores realizaram infusdo de AGCC, marcados com isotopos, diretamente no
cecum de camundongos. Como resultado, foi demonstrado que o acetato e o butirato foram
utilizados como substratos para a sintese de acidos graxos livres e triglicerideos (den Besten,

Lange, et al. 2013).

Em nosso estudo, os animais HSD apresentaram concentrac@es elevadas de acidos
graxos livres e triglicerideos. Dados esses que podem estar relacionados a concentracdo elevada
de acetato nas fezes desses animais. Em um outro estudo realizado com camundongos germ-
free, os animais alimentados com dieta rica em polissacarideos e colonizados com linhagens
bacterianas fermentadoras, apresentaram um aumento de AGCC nas fezes. Os autores sugerem
que os AGCC foram utilizados como substrato para a lipogénese de novo hepatica, tendo em
vista que os animais apresentaram niveis de triglicerideos hepaticos aumentados (Samuel et al.

2008).

Dietas ricas em carboidratos contribuem para uma maior producdo de metabdlitos

envolvidos em processos de acetilagcdo de proteinas, como a acetil-CoA. A acetilagdo controla
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0 metabolismo energético diretamente, pela alteracdo na funcdo de enzimas envolvidas no
metabolismo, ou indiretamente, via regulacdo epigenética, alterando a expressao de genes
codificantes dessas enzimas (Arias-Alvarado et al. 2021). O aumento da disponibilidade de
acetil-CoA proveniente da glicolise foi associado a hiper acetilacdo de proteinas mitocondriais
do figado (Meyer et al. 2018). Resultados semelhantes foram observados em um estudo onde o
excesso de calorias proporcionadas pela suplementacdo com frutose e glicose por 10 semanas,
promoveu o0 aumento da acetilacdo de proteinas mitocondriais envolvidas na via de oxidacéao
de &cidos graxos, alterando essa fungdo hepatica (Softic et al. 2019). Além de ser proveniente
do metabolismo de carboidratos, a acetil-CoA pode ser também produzida a partir de AGCC
resultantes do metabolismo da microbiota intestinal, particularmente o acetato (Menzies et al.

2016; Krautkramer et al. 2016).

A partir dos dados da literatura sobre o papel dos agUcares e do acetato em promover o
aumento da disponibilidade de acetil-CoA, avaliamos a acetilagdo total de proteinas em células
do figado. Observamos que houve diferencas, quanto ao perfil de acetilacdo dessas proteinas
entre os animais HSD e os animais do grupo controle. Essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa, porém observou-se uma tendéncia para 0 aumento da acetilacdo de proteinas no

grupo HSD.

Um estudo recente investigou o papel de uma proteina mitocondrial chamada acil-CoA
tioesterase (Acot9) no tecido hepatico, envolvida no transporte de acetil-CoA para o ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), aumentando a biossintese de substratos para a lipogénese de novo
e a producdo hepatica de glicose. Os autores do estudo mostraram que 0s animais que
apresentavam expressao normal da Acot9 nos hepatocitos desenvolveram esteatose hepatica
associada ao aumento dos niveis de triglicerideos hepaticos e aumento na producdo de glicose
hepatica. Alem disso, animais knockout para a Acot9 apresentavam maiores niveis de acetilacéo

de proteinas hepéticas ao contrario dos animais com a expressdo normal desta proteina. Os
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autores sugerem que a presenca da Acot9 acaba sendo um fator limitante da disponibilidade de

acetil-CoA para os processos de acetilacdo de proteinas (Steensels et al. 2020).

Baseado nos dados citados no estudo acima, nés avaliamos a expressao da Acot9 no
figado dos animais dos grupos CTR e HSD. Observamos que os animais HSD apresentaram
uma maior expressao dessa proteina e, portanto, sugerimos que a presenca da Acot9 foi um
fator limitante para o aumento significativo do perfil de acetilagdo de proteinas no figado desses
animais. Corroborando ainda com esse dado, podemos enfatizar a presenga da esteatose
hepatica com consequente aumento dos niveis de triglicerideos apresentados pelos animais

HSD.

Em concluséo, nossos resultados indicam que o consumo cronico de uma dieta rica em
sacarose iniciado logo apds o desmame promove alteracdes significativas na microbiota
intestinal, reduzindo a diversidade bacteriana e favorecendo o crescimento de grupos
bacterianos associados com o aumento da producdo de AGCC e ao desenvolvimento de
distarbios metabolicos associados & SM. Nossos dados corroboram os achados de outros
estudos que também mostram que o consumo de agucares de adi¢do reduz a diversidade
bacteriana, reforcando a hipdtese de que a baixa diversidade microbiana pode afetar o
metabolismo energético do hospedeiro (Alcock, Maley, and Aktipis 2014). Importante destacar
que o0 nosso modelo de dieta tem em sua composi¢do uma quantidade de sacarose semelhante
a guantidade energética ingerida diariamente pela populagdo de paises Latino-Americanos
(Fisberg et al. 2018). Além disso, nosso estudo evidencia uma possivel interagdo entre a
expressdao aumentada de Acot9 com a reducdo da acetilacdo de proteinas no figado e o aumento
da disponibilidade de substratos para a lipogénese de novo, evidenciados pelo aumento do TG
hepatico e sérico, como também a ocorréncia de esteatose hepatica nos animais HSD,
corroborando assim, com os resultados publicados por Steensels et al. (2020) (Steensels et al.

2020).



126

Referéncias

Alberti, K. G., R. H. Eckel, S. M. Grundy, P. Z. Zimmet, J. I. Cleeman, K. A. Donato, J. C. Fruchart,
W. P. James, C. M. Loria, and S. C. Smith, Jr. 2009. "Harmonizing the metabolic syndrome: a
joint interim statement of the International Diabetes Federation Task Force on Epidemiology
and Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American Heart Association;
World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and International Association
for the Study of Obesity." Circulation 120 (16):1640-5. doi:
10.1161/circulationaha.109.192644.

Alcock, J., C. C. Maley, and C. A. Aktipis. 2014. "Is eating behavior manipulated by the
gastrointestinal microbiota? Evolutionary pressures and potential mechanisms." Bioessays 36
(10):940-9. doi: 10.1002/bies.201400071.

Arenaza, L., M. Medrano, M. Oses, I. Huybrechts, I. Diez, H. Henriksson, and I. Labayen. 2019.
"Dietary determinants of hepatic fat content and insulin resistance in overweight/obese
children: a cross-sectional analysis of the Prevention of Diabetes in Kids (PREDIKID) study."
Br J Nutr 121 (10):1158-65. doi: 10.1017/s0007114519000436.

Arias-Alvarado, A., M. Aghayev, S. llchenko, N. Rachdaoui, J. Lepp, T. H. Tsai, G. F. Zhang, S.
Previs, and T. Kasumov. 2021. "Measuring acetyl-CoA and acetylated histone turnover in
vivo: Effect of a high fat diet." Anal Biochem 615:114067. doi: 10.1016/j.ab.2020.114067.

Aron-Wisnewsky, J., C. Vigliotti, J. Witjes, P. Le, A. G. Holleboom, J. Verheij, M. Nieuwdorp, and
K. Clément. 2020. "Gut microbiota and human NAFLD: disentangling microbial signatures
from metabolic disorders.” Nat Rev Gastroenterol Hepatol 17 (5):279-97. doi:
10.1038/s41575-020-0269-9.

Bartram, A. K., M. D. Lynch, J. C. Stearns, G. Moreno-Hagelsieb, and J. D. Neufeld. 2011.
"Generation of multimillion-sequence 16S rRNA gene libraries from complex microbial
communities by assembling paired-end illumina reads." Appl Environ Microbiol 77
(11):3846-52. doi: 10.1128/aem.02772-10.

Becker, C., M. F. Neurath, and S. Wirtz. 2015. "The Intestinal Microbiota in Inflammatory Bowel
Disease." llar j 56 (2):192-204. doi: 10.1093/ilar/ilv030.

Bernardis, L. L., and B. D. Patterson. 1968. "Correlation between 'Lee index' and carcass fat content in
weanling and adult female rats with hypothalamic lesions." J Endocrinol 40 (4):527-8. doi:
10.1677/joe.0.0400527.

Bhattarai, Y., D. A. Muniz Pedrogo, and P. C. Kashyap. 2017. "Irritable bowel syndrome: a gut
microbiota-related disorder?" Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 312 (1):G52-g62. doi:
10.1152/ajpgi.00338.2016.

Bonder, M. J., A. Kurilshikov, E. F. Tigchelaar, Z. Mujagic, F. Imhann, A. V. Vila, P. Deelen, et al.
2016. "The effect of host genetics on the gut microbiome.” Nat Genet 48 (11):1407-12. doi:
10.1038/ng.3663.

Bray, G. A., and B. M. Popkin. 2014. "Dietary sugar and body weight: have we reached a crisis in the
epidemic of obesity and diabetes?: health be damned! Pour on the sugar.” Diabetes Care 37
(4):950-6. doi: 10.2337/dc13-2085.

Callahan, Benjamin J, Paul J McMurdie, Michael J Rosen, Andrew W Han, Amy Jo A Johnson, and
Susan P Holmes. 2016. "DADAZ2: high-resolution sample inference from Illumina amplicon
data." Nature methods 13 (7):581-3.

Canfora, E. E., R. C. R. Meex, K. Venema, and E. E. Blaak. 2019. "Gut microbial metabolites in
obesity, NAFLD and T2DM." Nat Rev Endocrinol 15 (5):261-73. doi: 10.1038/s41574-019-
0156-z.

Cani, P. D., M. Osto, L. Geurts, and A. Everard. 2012. "Involvement of gut microbiota in the
development of low-grade inflammation and type 2 diabetes associated with obesity.” Gut
Microbes 3 (4):279-88. doi: 10.4161/gmic.19625.

Chevalier, C., O. Stojanovi¢, D. J. Colin, N. Suarez-Zamorano, V. Tarallo, C. Veyrat-Durebex, D.
Rigo, et al. 2015. "Gut Microbiota Orchestrates Energy Homeostasis during Cold." Cell 163
(6):1360-74. doi: 10.1016/j.cell.2015.11.004.



127

de Oliveira Neves, V. G., D. T. de Oliveira, D. C. Oliveira, L. Oliveira Perucci, T. A. P. Dos Santos, I.
da Costa Fernandes, G. G. de Sousa, N. R. Barboza, and R. Guerra-Sa. 2020. "High-sugar diet
intake, physical activity, and gut microbiota crosstalk: Implications for obesity in rats." Food
Sci Nutr 8 (10):5683-95. doi: 10.1002/fsn3.1842.

Deal, B. J., M. D. Huffman, H. Binns, and N. J. Stone. 2020. "Perspective: Childhood Obesity
Requires New Strategies for Prevention." Adv Nutr 11 (5):1071-8. doi:
10.1093/advances/nmaa040.

Del Chierico, F., V. Nobili, P. Vernocchi, A. Russo, C. De Stefanis, D. Gnani, C. Furlanello, et al.
2017. "Gut microbiota profiling of pediatric nonalcoholic fatty liver disease and obese patients
unveiled by an integrated meta-omics-based approach.” Hepatology 65 (2):451-64. doi:
10.1002/hep.28572.

Delzenne, N. M., C. Knudsen, M. Beaumont, J. Rodriguez, A. M. Neyrinck, and L. B. Bindels. 2019.
"Contribution of the gut microbiota to the regulation of host metabolism and energy balance: a
focus on the gut-liver axis." Proc Nutr Soc 78 (3):319-28. doi: 10.1017/s0029665118002756.

den Besten, G., K. Lange, R. Havinga, T. H. van Dijk, A. Gerding, K. van Eunen, M. Miiller, et al.
2013. "Gut-derived short-chain fatty acids are vividly assimilated into host carbohydrates and
lipids." Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 305 (12):G900-10. doi:
10.1152/ajpgi.00265.2013.

Derrien, M., C. Belzer, and W. M. de Vos. 2017. "Akkermansia muciniphila and its role in regulating
host functions.” Microb Pathog 106:171-81. doi: 10.1016/j.micpath.2016.02.005.

Desai, M. S., A. M. Seekatz, N. M. Koropatkin, N. Kamada, C. A. Hickey, M. Wolter, N. A. Pudlo, et
al. 2016. "A Dietary Fiber-Deprived Gut Microbiota Degrades the Colonic Mucus Barrier and
Enhances Pathogen Susceptibility.” Cell 167 (5):1339-53.e21. doi:
10.1016/j.cell.2016.10.043.

Do, M. H., E. Lee, M. J. Oh, Y. Kim, and H. Y. Park. 2018. "High-Glucose or -Fructose Diet Cause
Changes of the Gut Microbiota and Metabolic Disorders in Mice without Body Weight
Change."” Nutrients 10 (6). doi: 10.3390/nu10060761.

Ejtahed, H. S., P. Angoorani, A. R. Soroush, S. Hasani-Ranjbar, S. D. Siadat, and B. Larijani. 2020.
"Gut microbiota-derived metabolites in obesity: a systematic review." Biosci Microbiota
Food Health 39 (3):65-76. doi: 10.12938/bmfh.2019-026.

Ejtahed, H. S., J. Mohtadi-Nia, A. Homayouni-Rad, M. Niafar, M. Asghari-Jafarabadi, V. Mofid, and
A. Akbarian-Moghari. 2011. "Effect of probiotic yogurt containing Lactobacillus acidophilus
and Bifidobacterium lactis on lipid profile in individuals with type 2 diabetes mellitus.” J
Dairy Sci 94 (7):3288-94. doi: 10.3168/jds.2010-4128.

Fajstova, A., N. Galanova, S. Coufal, J. Malkova, M. Kostovcik, M. Cermakova, H. Pelantova, et al.
2020. "Diet Rich in Simple Sugars Promotes Pro-Inflammatory Response via Gut Microbiota
Alteration and TLR4 Signaling.” Cells 9 (12). doi: 10.3390/cells9122701.

Faruque, S., J. Tong, V. Lacmanovic, C. Agbonghae, D. M. Minaya, and K. Czaja. 2019. "The Dose
Makes the Poison: Sugar and Obesity in the United States - a Review." Pol J Food Nutr Sci
69 (3):219-33. doi: 10.31883/pjfns/110735.

Fidler Mis, N., C. Braegger, J. Bronsky, C. Campoy, M. Domell6f, N. D. Embleton, I. Hojsak, et al.
2017. "Sugar in Infants, Children and Adolescents: A Position Paper of the European Society
for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition Committee on Nutrition." J
Pediatr Gastroenterol Nutr 65 (6):681-96. doi: 10.1097/mpg.0000000000001733.

Fisberg, M., I. Kovalskys, G. Gomez, A. Rigotti, L. Y. C. Sanabria, M. C. Y. Garcia, R. G. P. Torres,
et al. 2018. "Total and Added Sugar Intake: Assessment in Eight Latin American Countries.”
Nutrients 10 (4). doi: 10.3390/nu10040389.

Fuke, N., N. Nagata, H. Suganuma, and T. Ota. 2019. "Regulation of Gut Microbiota and Metabolic
Endotoxemia with Dietary Factors." Nutrients 11 (10). doi: 10.3390/nu11102277.

Guerrero-Romero, F., L. E. Simental-Mendia, M. Gonzalez-Ortiz, E. Martinez-Abundis, M. G.
Ramos-Zavala, S. O. Hernandez-Gonzalez, O. Jacques-Camarena, and M. Rodriguez-Moréan.
2010. "The product of triglycerides and glucose, a simple measure of insulin sensitivity.
Comparison with the euglycemic-hyperinsulinemic clamp.” J Clin Endocrinol Metab 95
(7):3347-51. doi: 10.1210/jc.2010-0288.

Hassid, WZ, and S Abraham. 1957. "'[7] Chemical procedures for analysis of polysaccharides."



128

Heras-Gonzalez, L., J. A. Latorre, M. Martinez-Bebia, N. Gimenez-Blasi, F. Olea-Serrano, and M.
Mariscal-Arcas. 2020. "Sugar consumption in schoolchildren from southern Spain and
influence on the prevalence of obesity." PLo0S One 15 (11):e0242602. doi:
10.1371/journal.pone.0242602.

Hsieh, F. C., C. L. Lee, C. Y. Chai, W. T. Chen, Y. C. Lu, and C. S. Wu. 2013. "Oral administration of
Lactobacillus reuteri GMNL-263 improves insulin resistance and ameliorates hepatic steatosis
in high fructose-fed rats.” Nutr Metab (Lond) 10 (1):35. doi: 10.1186/1743-7075-10-35.

Kasai, C., K. Sugimoto, I. Moritani, J. Tanaka, Y. Oya, H. Inoue, M. Tameda, et al. 2015.
"Comparison of the gut microbiota composition between obese and non-obese individuals in a
Japanese population, as analyzed by terminal restriction fragment length polymorphism and
next-generation sequencing."” BMC Gastroenterol 15:100. doi: 10.1186/s12876-015-0330-2.

Khan, S., S. Waliullah, V. Godfrey, M. A. W. Khan, R. A. Ramachandran, B. L. Cantarel, C.
Behrendt, L. Peng, L. V. Hooper, and H. Zaki. 2020. "Dietary simple sugars alter microbial
ecology in the gut and promote colitis in mice." Sci Transl Med 12 (567). doi:
10.1126/scitranslmed.aay6218.

Kim, S. W., K. Y. Park, B. Kim, E. Kim, and C. K. Hyun. 2013. "Lactobacillus rhamnosus GG
improves insulin sensitivity and reduces adiposity in high-fat diet-fed mice through
enhancement of adiponectin production.”" Biochem Biophys Res Commun 431 (2):258-63. doi:
10.1016/j.bbrc.2012.12.121.

Kleiner, David E, Elizabeth M Brunt, Mark Van Natta, Cynthia Behling, Melissa J Contos, Oscar W
Cummings, Linda D Ferrell, Yao-Chang Liu, Michael S Torbenson, and Aynur Unalp-Arida.
2005. "Design and validation of a histological scoring system for nonalcoholic fatty liver
disease." Hepatology 41 (6):1313-21.

Koh, A., F. De Vadder, P. Kovatcheva-Datchary, and F. Backhed. 2016. "From Dietary Fiber to Host
Physiology: Short-Chain Fatty Acids as Key Bacterial Metabolites." Cell 165 (6):1332-45.
doi: 10.1016/j.cell.2016.05.041.

Krautkramer, K. A., J. H. Kreznar, K. A. Romano, E. I. Vivas, G. A. Barrett-Wilt, M. E. Rabaglia, M.
P. Keller, A. D. Attie, F. E. Rey, and J. M. Denu. 2016. "Diet-Microbiota Interactions Mediate
Global Epigenetic Programming in Multiple Host Tissues." Mol Cell 64 (5):982-92. doi:
10.1016/j.molcel.2016.10.025.

Laffin, M., R. Fedorak, A. Zalasky, H. Park, A. Gill, A. Agrawal, A. Keshteli, N. Hotte, and K. L.
Madsen. 2019. "A high-sugar diet rapidly enhances susceptibility to colitis via depletion of
luminal short-chain fatty acids in mice." Sci Rep 9 (1):12294. doi: 10.1038/s41598-019-
48749-2.

Le Roy, T., M. Llopis, P. Lepage, A. Bruneau, S. Rabot, C. Bevilacqua, P. Martin, et al. 2013.
"Intestinal microbiota determines development of non-alcoholic fatty liver disease in mice."
Gut 62 (12):1787-94. doi: 10.1136/gutjnl-2012-303816.

Ley, R. E., F. Backhed, P. Turnbaugh, C. A. Lozupone, R. D. Knight, and J. I. Gordon. 2005. "Obesity
alters gut microbial ecology.” Proc Natl Acad Sci U S A 102 (31):11070-5. doi:
10.1073/pnas.0504978102.

Li, X., J. Yin, Y. Zhu, X. Wang, X. Hu, W. Bao, Y. Huang, et al. 2018. "Effects of Whole Milk
Supplementation on Gut Microbiota and Cardiometabolic Biomarkers in Subjects with and
without Lactose Malabsorption.” Nutrients 10 (10). doi: 10.3390/nu10101403.

Louis, P., G. L. Hold, and H. J. Flint. 2014. "The gut microbiota, bacterial metabolites and colorectal
cancer.” Nat Rev Microbiol 12 (10):661-72. doi: 10.1038/nrmicro3344.

Louis, P., K. P. Scott, S. H. Duncan, and H. J. Flint. 2007. "Understanding the effects of diet on
bacterial metabolism in the large intestine.” J Appl Microbiol 102 (5):1197-208. doi:
10.1111/1.1365-2672.2007.03322.x.

Luoto, R., K. Laitinen, M. Nermes, and E. Isolauri. 2010. "Impact of maternal probiotic-supplemented
dietary counselling on pregnancy outcome and prenatal and postnatal growth: a double-blind,
placebo-controlled study." Br J Nutr 103 (12):1792-9. doi: 10.1017/s0007114509993898.

Macchione, I. G., L. R. Lopetuso, G. laniro, M. Napoli, G. Gibiino, G. Rizzatti, V. Petito, A.
Gasbarrini, and F. Scaldaferri. 2019. "Akkermansia muciniphila: key player in metabolic and
gastrointestinal disorders.” Eur Rev Med Pharmacol Sci 23 (18):8075-83. doi:
10.26355/eurrev_201909_19024.



129

Marra, F., and G. Svegliati-Baroni. 2018. "Lipotoxicity and the gut-liver axis in NASH pathogenesis."
J Hepatol 68 (2):280-95. doi: 10.1016/j.jhep.2017.11.014.

Martin, Marcel. 2011. "Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing reads."
EMBnet. journal 17 (1):10-2.

Masella, Andre P, Andrea K Bartram, Jakub M Truszkowski, Daniel G Brown, and Josh D Neufeld.
2012. "PANDAseq: paired-end assembler for illumina sequences.” BMC bioinformatics 13
(1):31.

Matthews, D. R., J. P. Hosker, A. S. Rudenski, B. A. Naylor, D. F. Treacher, and R. C. Turner. 1985.
"Homeostasis model assessment: insulin resistance and beta-cell function from fasting plasma
glucose and insulin concentrations in man." Diabetologia 28 (7):412-9. doi:
10.1007/bf00280883.

Menzies, K. J., H. Zhang, E. Katsyuba, and J. Auwerx. 2016. "Protein acetylation in metabolism -
metabolites and cofactors.” Nat Rev Endocrinol 12 (1):43-60. doi: 10.1038/nrendo.2015.181.

Meyer, J. G., S. Softic, N. Basisty, M. J. Rardin, E. Verdin, B. W. Gibson, O. llkayeva, C. B.
Newgard, C. R. Kahn, and B. Schilling. 2018. "Temporal dynamics of liver mitochondrial
protein acetylation and succinylation and metabolites due to high fat diet and/or excess
glucose or fructose." PL0S One 13 (12):0208973. doi: 10.1371/journal.pone.0208973.

Moon, J., H. J. Do, O. Y. Kim, and M. J. Shin. 2013. "Antiobesity effects of quercetin-rich onion peel
extract on the differentiation of 3T3-L1 preadipocytes and the adipogenesis in high fat-fed
rats." Food Chem Toxicol 58:347-54. doi: 10.1016/j.fct.2013.05.006.

Morrison, D. J., and T. Preston. 2016. "Formation of short chain fatty acids by the gut microbiota and
their impact on human metabolism." Gut Microbes 7 (3):189-200. doi:
10.1080/19490976.2015.1134082.

Newens, K. J., and J. Walton. 2016. "A review of sugar consumption from nationally representative
dietary surveys across the world." J Hum Nutr Diet 29 (2):225-40. doi: 10.1111/jhn.12338.

Nolan, P. B., G. Carrick-Ranson, J. W. Stinear, S. A. Reading, and L. C. Dalleck. 2017. "Prevalence of
metabolic syndrome and metabolic syndrome components in young adults: A pooled
analysis." Prev Med Rep 7:211-5. doi: 10.1016/j.pmedr.2017.07.004.

Org, E., Y. Blum, S. Kasela, M. Mehrabian, J. Kuusisto, A. J. Kangas, P. Soininen, et al. 2017.
"Relationships between gut microbiota, plasma metabolites, and metabolic syndrome traits in
the METSIM cohort." Genome Biol 18 (1):70. doi: 10.1186/s13059-017-1194-2.

Organization, World Health. 2015. Guideline: sugars intake for adults and children: World Health
Organization.

Otero, Ana Isabel Safiudo, Raquel Criado Garcia, Alba Rodriguez Nogales, Alberto Garach Domech,
Monica Olivares Martin, Julio Juan Galvez Peralta, Santiago De La Escalera Huerso, Juan
Manuel Duarte Pérez, Antonio Zarzuelo Zurita, and Oscar Bafiuelos Hortigiiela. 2017.
"Probiotic strains having cholesterol absorbing capacity, methods and uses thereof." In.:
Google Patents.

Ozato, N., S. Saito, T. Yamaguchi, M. Katashima, I. Tokuda, K. Sawada, Y. Katsuragi, et al. 2019.
"Blautia genus associated with visceral fat accumulation in adults 20-76 years of age." NPJ
Biofilms Microbiomes 5 (1):28. doi: 10.1038/s41522-019-0101-x.

Pascale, A., N. Marchesi, S. Govoni, A. Coppola, and C. Gazzaruso. 2019. "The role of gut microbiota
in obesity, diabetes mellitus, and effect of metformin: new insights into old diseases." Curr
Opin Pharmacol 49:1-5. doi: 10.1016/j.coph.2019.03.011.

Pinto, B. A., T. M. Melo, K. F. Flister, L. M. Franca, D. Kajihara, L. Y. Tanaka, F. R. Laurindo, and
A. M. Paes. 2016. "Early and sustained exposure to high-sucrose diet triggers hippocampal ER
stress in young rats." Metab Brain Dis 31 (4):917-27. doi: 10.1007/s11011-016-9830-1.

Prajapati, B., P. Rajput, P. K. Jena, and S. Seshadri. 2015. "Investigation of Chitosan for Prevention of
Diabetic Progression Through Gut Microbiota Alteration in Sugar Rich Diet Induced Diabetic
Rats." Curr Pharm Biotechnol 17 (2):173-84. doi: 10.2174/1389201017666151029110505.

Rahat-Rozenbloom, S., J. Fernandes, G. B. Gloor, and T. M. Wolever. 2014. "Evidence for greater
production of colonic short-chain fatty acids in overweight than lean humans.” Int J Obes
(Lond) 38 (12):1525-31. doi: 10.1038/ij0.2014.46.

Raman, M., I. Ahmed, P. M. Gillevet, C. S. Probert, N. M. Ratcliffe, S. Smith, R. Greenwood, et al.
2013. "Fecal microbiome and volatile organic compound metabolome in obese humans with



130

nonalcoholic fatty liver disease." Clin Gastroenterol Hepatol 11 (7):868-75.e1-3. doi:
10.1016/j.cgh.2013.02.015.

Rau, M., A. Rehman, M. Dittrich, A. K. Groen, H. M. Hermanns, F. Seyfried, N. Beyersdorf, T.
Dandekar, P. Rosenstiel, and A. Geier. 2018. "Fecal SCFAs and SCFA-producing bacteria in
gut microbiome of human NAFLD as a putative link to systemic T-cell activation and
advanced disease.”" United European Gastroenterol J 6 (10):1496-507. doi:
10.1177/2050640618804444.

Razzaque, M. S. 2020. "Overconsumption of sugar-sweetened beverages: Why is it difficult to
control?" J Popul Ther Clin Pharmacol 27 (2):e51-e7. doi: 10.15586/jptcp.v27i2.678.
Rinninella, E., M. Cintoni, P. Raoul, L. R. Lopetuso, F. Scaldaferri, G. Pulcini, G. A. D. Miggiano, A.
Gasbarrini, and M. C. Mele. 2019. "Food Components and Dietary Habits: Keys for a Healthy

Gut Microbiota Composition." Nutrients 11 (10). doi: 10.3390/nu11102393.

Rochlani, Y., N. V. Pothineni, S. Kovelamudi, and J. L. Mehta. 2017. "Metabolic syndrome:
pathophysiology, management, and modulation by natural compounds.” Ther Adv Cardiovasc
Dis 11 (8):215-25. doi: 10.1177/1753944717711379.

Saklayen, M. G. 2018. "The Global Epidemic of the Metabolic Syndrome." Curr Hypertens Rep 20
(2):12. doi: 10.1007/s11906-018-0812-z.

Samuel, B. S., A. Shaito, T. Motoike, F. E. Rey, F. Backhed, J. K. Manchester, R. E. Hammer, et al.
2008. "Effects of the gut microbiota on host adiposity are modulated by the short-chain fatty-
acid binding G protein-coupled receptor, Gpr41." Proc Natl Acad Sci U S A 105 (43):16767-
72. doi: 10.1073/pnas.0808567105.

Sanchez-Tapia, M., A. W. Miller, O. Granados-Portillo, A. R. Tovar, and N. Torres. 2020. "The
development of metabolic endotoxemia is dependent on the type of sweetener and the
presence of saturated fat in the diet." Gut Microbes 12 (1):1801301. doi:
10.1080/19490976.2020.1801301.

Schiano, C., V. Grimaldi, M. Scognhamiglio, D. Costa, A. Soricelli, G. F. Nicoletti, and C. Napoli.
2021. "Soft drinks and sweeteners intake: Possible contribution to the development of
metabolic syndrome and cardiovascular diseases. Beneficial or detrimental action of
alternative sweeteners?" Food Res Int 142:110220. doi: 10.1016/j.foodres.2021.110220.

Schwiertz, A., D. Taras, K. Schéfer, S. Beijer, N. A. Bos, C. Donus, and P. D. Hardt. 2010.
"Microbiota and SCFA in lean and overweight healthy subjects.” Obesity (Silver Spring) 18
(1):190-5. doi: 10.1038/0by.2009.167.

Seregin, S. S., N. Golovchenko, B. Schaf, J. Chen, N. A. Pudlo, J. Mitchell, N. T. Baxter, et al. 2017.
"NLRP6 Protects 1110(-/-) Mice from Colitis by Limiting Colonization of Akkermansia
muciniphila." Cell Rep 19 (4):733-45. doi: 10.1016/j.celrep.2017.03.080.

Shen, F., R. D. Zheng, X. Q. Sun, W. J. Ding, X. Y. Wang, and J. G. Fan. 2017. "Gut microbiota
dysbiosis in patients with non-alcoholic fatty liver disease." Hepatobiliary Pancreat Dis Int
16 (4):375-81. doi: 10.1016/s1499-3872(17)60019-5.

Simon, M. C., K. Strassburger, B. Nowotny, H. Kolb, P. Nowotny, V. Burkart, F. Zivehe, et al. 2015.
"Intake of Lactobacillus reuteri improves incretin and insulin secretion in glucose-tolerant
humans: a proof of concept.” Diabetes Care 38 (10):1827-34. doi: 10.2337/dc14-2690.

Singh, R. K., H. W. Chang, D. Yan, K. M. Lee, D. Ucmak, K. Wong, M. Abrouk, et al. 2017.
"Influence of diet on the gut microbiome and implications for human health." J Transl Med
15 (1):73. doi: 10.1186/s12967-017-1175-y.

Singh, T. P., R. K. Malik, S. G. Katkamwar, and G. Kaur. 2015. "Hypocholesterolemic effects of
Lactobacillus reuteri LR6 in rats fed on high-cholesterol diet." Int J Food Sci Nutr 66 (1):71-
5. doi: 10.3109/09637486.2014.953450.

Softic, S., J. G. Meyer, G. X. Wang, M. K. Gupta, T. M. Batista, Hpmm Lauritzen, S. Fujisaka, et al.
2019. "Dietary Sugars Alter Hepatic Fatty Acid Oxidation via Transcriptional and Post-
translational Modifications of Mitochondrial Proteins.” Cell Metab 30 (4):735-53.e4. doi:
10.1016/j.cmet.2019.09.003.

Sousa, R. M. L., N. L. X. Ribeiro, B. A. S. Pinto, J. R. Sanches, M. U. da Silva, C. F. F. Coelho, L. M.
Franca, J. A. de Figueiredo Neto, and A. M. A. Paes. 2018. "Long-term high-protein diet
intake reverts weight gain and attenuates metabolic dysfunction on high-sucrose-fed adult
rats." Nutr Metab (Lond) 15:53. doi: 10.1186/s12986-018-0290-y.



131

Steensels, S., J. Qiao, Y. Zhang, K. M. Maner-Smith, N. Kika, C. D. Holman, K. E. Corey, W. C.
Bracken, E. A. Ortlund, and B. A. Ersoy. 2020. "Acyl-Coenzyme A Thioesterase 9 Traffics
Mitochondrial Short-Chain Fatty Acids Toward De Novo Lipogenesis and Glucose Production
in the Liver." Hepatology 72 (3):857-72. doi: 10.1002/hep.31409.

Tang, W. H. W., F. Béckhed, U. Landmesser, and S. L. Hazen. 2019. "Intestinal Microbiota in
Cardiovascular Health and Disease: JACC State-of-the-Art Review." J Am Coll Cardiol 73
(16):2089-105. doi: 10.1016/j.jacc.2019.03.024.

Tenorio-Jiménez, C., M. J. Martinez-Ramirez, I. Del Castillo-Codes, C. Arraiza-Irigoyen, M. Tercero-
Lozano, J. Camacho, N. Chueca, et al. 2019. "Lactobacillus reuteri V3401 Reduces
Inflammatory Biomarkers and Modifies the Gastrointestinal Microbiome in Adults with
Metabolic Syndrome: The PROSIR Study." Nutrients 11 (8). doi: 10.3390/nu11081761.

Tilg, H., P. D. Cani, and E. A. Mayer. 2016. "Gut microbiome and liver diseases." Gut 65 (12):2035-
44. doi: 10.1136/gutjnl-2016-312729.

Turnbaugh, P. J., R. E. Ley, M. Hamady, C. M. Fraser-Liggett, R. Knight, and J. I. Gordon. 2007.
"The human microbiome project." Nature 449 (7164):804-10. doi: 10.1038/nature06244.

Whelan, F. J., C. P. Verschoor, J. C. Stearns, L. Rossi, K. Luinstra, M. Loeb, M. Smigja, J. Johnstone,
M. G. Surette, and D. M. Bowdish. 2014. "The loss of topography in the microbial
communities of the upper respiratory tract in the elderly." Ann Am Thorac Soc 11 (4):513-21.
doi: 10.1513/AnnalsATS.201310-3510C.

Yang, C., Q. Deng, J. Xu, X. Wang, C. Hu, H. Tang, and F. Huang. 2019. "Sinapic acid and
resveratrol alleviate oxidative stress with modulation of gut microbiota in high-fat diet-fed
rats." Food Res Int 116:1202-11. doi: 10.1016/j.foodres.2018.10.003.



132

CAPITULO Il
Artigo

Extrato hidroalcoodlico das folhas de Syzygium cumini reverte hipetrigliceridemia e
esteatose hepética de ratos alimentados com dieta rica em sacarose.

Autores e filiagcOes:

Perla Lopes de Freitas!, Marcus Vinicius Camara Barros!, Jodo Paulo Nascimento Miranda?,
Romulo Brénno Lopes Frdes!, Caio Fernando Ferreira Coélho®, Katherine M. Kennedy??,
Lucas Martins Franca®, Deborah M. Sloboda? e Antonio Marcus de Andrade Paes!

!Laboratério de Fisiologia Experimental (LeFisio), Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
Universidade Federal do Maranh&o, S&o Luis, MA, Brasil.

2Department of Biochemistry and Biomedical Sciences, McMaster University, Hamilton,
Canada.

3Farncombe Family Digestive Health Research Institute, McMaster University, Hamilton,

Canada.

*Autor correspondente:

Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes

Universidade Federal do Maranhdo, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Laboratério de
Fisiologia Experimental (LeFisio), Avenida dos Portugueses, 1966. Campus Dom Delgado,
CEP: 65.080-805. S&o Luis (MA), Brasil.

E-mail: marcuspaes@ufma.br



133

Resumo

A doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) é a manifestacdo hepatica da sindrome
metabolica (SM). A sua alta prevaléncia esta relacionada diretamente ao alto consumo de alimentos
ricos em carboidratos simples e/ou gorduras. A resisténcia insulinica (RI) periférica se destaca como
um dos principais mecanismos fisiopatologicos da DHGNA, uma vez que a Rl induz uma maior
liberacdo acidos graxos livres (AGL) pelo tecido adiposo branco, o que estimula a lipogénese hepética
e, consequentemente as dislipidemias. Produtos naturais ricos em polifendis tem se destacado como
alternativa terapéutica para o tratamento dessas desordens metabdlicas, inclusive devido ao seu
potencial como modulador da microbiota intestinal. Nesse contexto, destaca-se a especie vegetal
Syzygium cumini, que apresenta alto teor de polifendis. Em estudos do nosso grupo, foram observados
resultados expressivos do extrato hidroalcoolico das folhas de S. cumini (EH) sobre o metabolismo
energético de animais com obesidade e DM induzidos pelo L-glutamato monossodico (MSG). No
entanto, ha a auséncia de trabalhos que avaliem o efeito desse extrato sobre modelos experimentais
de SM que mais se assemelham aos humanos, que sdo os induzidos por dietas. Assim, este trabalho
teve como objetivo investigar o efeito do EH sobre o metabolismo glico-lipidico e a microbiota
intestinal de ratos alimentados com dieta rica em sacarose. Ratos Wistar foram alimentados com
dietas padrdo (CTR) ou rica em sacarose (HSD) por 17 semanas. Apos esse periodo, os animais HSD
foram divididos em 3 grupos: HSD tratado (v.0) com EH nas doses de 0,25 g/Kg (HSD+EH 0,25;
n=7) ou 0,5 g/Kg (HSD+EH 0,50; n=7), e HSD (n=8) que recebeu apenas H.O (0,1 ml/kg). O
tratamento foi realizado por 5 semanas. O peso corporal, consumo alimentar e indice de Lee (IL)
foram avaliados durante o tratamento. Ao fim do tratamento, testes de tolerancia a glicose (GTT) e
insulina (ITT) foram realizados. O sangue foi coletado durante a eutanasia para determinacdo dos
niveis séricos de glicose (GL), triglicerideos (TG) e colesterol total (CT). A RI foi avaliada pelo
calculo dos indices HOMA1-IR e TyG. Para avaliagdo da DHGNA, a andlise histoldgica do figado
foi feita através da coloracdo Oil Red O. Outras amostras de figado foram coletadas para analise do
contetdo de glicogénio e da expressdo proteica da AKT e GRP78. As amostras de fezes coletadas
foram imediatamente armazenadas a -80 °C e, posteriormente, utilizadas para extracdo do DNA
gendmico, amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. O EH, nas duas doses, reduziu a GL
em jejum do grupo HSD em torno de 20 (0,25) e 16 % (0,5), quando comparados aos animais HSD
sem tratamento. Esse efeito foi corroborado com reducgdes de quase 7% (nas duas doses) do TyG,
reducdo em torno de 56% do HOMAUL-IR na dose de 0,5, reducdo dos niveis séricos de insulina em
ambas as doses (35% e 58%, respectivamente) e atenua¢des das intolerancias a GL e insulina nos
animais tratados com EH. Sobre os lipideos séricos, o extrato foi capaz de diminuir em torno de 40%
0s TG, nas duas doses avaliadas. Efeito corroborado com a reversao da DHGNA nos animais HSD
que receberam o EH. No figado, também houve aumentos do glicogénio hepético e das expresses
proteicas da AKT e GRP78, principalmente nos animais HSD+EHO0,5. Porém, o EH néo foi capaz de
modular a microbiota intestinal que foi totalmente modificada pela dieta rica em sacarose. Com esses
resultados, confirma-se o uso tradicional dessa planta no controle da homeostase glicémica. Além
disso, demonstra-se, pela primeira vez, a capacidade do EH na reversdo da hipertrigliceridemia e
esteatose hepatica em um modelo de SM semelhante a humana. Efeitos que podem estar relacionados
as melhoras da sensibilidade insulinica e do estresse do reticulo endoplasmatico nesse 06rgao,
principalmente através do aumento da GRP78. Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o EH melhora
esses parametros metabdlicos ndo devem envolver a modulagdo da microbiota intestinal. Com isso,
este estudo contribui para validagdo do uso das folhas de S. cumini como potencial fitoterapico para
tratamento de desordens do metabolismo glico-lipidico.

Palavras-chave: Syzygium cumini, DHGNA, hipertrigliceridemia, dieta rica em sacarose.
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INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) é decorrente do acimulo de
trigliceridos (TG) nos hepatdcitos, resultante de um desequilibrio entre o influxo de lipidios e
0s mecanismos de remocdo, na auséncia de infeccdes e ingestdo de alcool. A prevaléncia
mundial da DHGNA varia entre 8 e 45%. Na América do Norte e Europa a variagao esté entre
25 a 34%, sendo mais prevalente no Oriente Médio e na América do Sul (Friedman et al. 2018).
Acredita-se que uma vez instalada a esteatose, o figado pode ficar mais suscetivel a outras
condi¢Bes nocivas, como 0 estresse oxidativo, endotoxinas provenientes do intestino ou
citocinas pré-inflamatorias (Byrne et al. 2009; Rafiei, Omidian, and Bandy 2019). A DHGNA
também é reconhecida como uma das doengas que caracterizam o quadro de sindrome
metabdlica, em associacdo com a resisténcia insulinica, obesidade, dislipidemias e diabetes
(Abenavoli et al. 2017). De acordo com estimativas associadas a prevaléncia global do diabetes
(8,8%), acredita-se que a prevaléncia mundial de sindrome metabdlica seja trés vezes maior, ou
seja, estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo sejam afetadas por essa

sindrome (Saklayen 2018).

O metabolismo lipidico hepético é regulado pela interacdo de diferentes fatores de
transcri¢do e receptores nucleares, como também por genes envolvidos na lipogénese e na [3-
oxidacdo de &cidos graxos. Qualquer interferéncia na delicada regulacdo dessas vias pode
ocasionar a DHGNA (Bechmann et al. 2012; Rafiei, Omidian, and Bandy 2019). O acimulo de
TG no tecido adiposo branco (TAB) contribui para o surgimento de inflamacéo cronica local e,
consequente, aumento de citocinas pro-inflamatorias. A presenga dessas citocinas associadas
ao estresse oxidativo, interfere na sinalizacdo insulinica no TAB resultando em um quadro de
resisténcia insulinica (RI) (Heymsfield and Wadden 2017b). Como consequéncias da RI tem-
se a maior liberacdo de acidos graxos livres (AGL) pelo TAB e estimulo da lipogénese no

figado, 0 que favorece o aparecimento das dislipidemias (Taskinen and Borén 2015). Dietas
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ricas em gorduras saturadas, carboidratos refinados e bebidas ricas em acucares de adicao séo
fatores contribuintes para a patogénese da DHGNA (Moore 2019). Estudo recente do nosso
grupo demonstrou que o consumo da dieta rica em sacarose (HSD) por um periodo de 60 dias
promoveu esteatose hepatica microvesicular em camundongos (Flister et al. 2018). Resultado
semelhante foi observado em estudo com ratos alimentados com a HSD por 20 semanas (Sousa

et al. 2018).

A disfuncéo do adipdcito estimula o figado a sintetizar mais TG, tanto pela maior
captacdo de AGL da circulacdo, como pela sintese de novo de lipideos em consequéncia da
hiperinsulinemia provocada pela Rl. Como resultado do maior acumulo de gordura hepética, o
figado exportara maiores quantidades de TG na forma de VLDL, contribuindo, dessa forma,
tanto para o desenvolvimento da DHGNA como da hipertrigliceridemia (Eslamparast, Tandon,
and Raman 2017). Essas desordens do metabolismo lipidico associadas séo fatores de risco
direto para as doencas cardiovasculares, que sdo as principais causas de morte no mundo
("Global, regional, and national age-sex specific all-cause and cause-specific mortality for 240
causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2013"
2015). Dessa forma, a prevencdo e o tratamento destas desordens, principalmente em individuos
com obesidade e sindrome metabdlica, sdo de extrema necessidade (Perdomo, Fruhbeck, and

Escalada 2019).

Nos ultimos anos vem sendo estudado a interacdo entre as doencas do figado e a
microbiota intestinal. Essa interacdo, chamada de eixo intestino-figado, envolve metabdlitos
especificos, como &cidos biliares (AB), lipopolissacarideos (LPS) e acidos graxos de cadeia
curta (AGCC). O metabolismo de lipidios e carboidratos envolve diferentes tipos de bacterias
e esta associado a obesidade. Por esta razdo, a microbiota intestinal e seus metabolitos podem
regular muitas desordens relacionadas ao metabolismo energético, como a hiperlipidemia,

arterosclerose, diabetes e inflamacéo (Rinaldi et al. 2021). Como alternativa terapéutica para o
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tratamento dessas patologias, alimentos ricos em polifendis e antioxidantes se mostram

promissores em muitos estudos (Ulla et al. 2017).

A biodisponibilidade dos polifendis e seus produtos depende da acdo de bactérias
intestinais, pois estas sdo capazes de modificar a estrutura quimica dos polifendis, convertendo-
0s em metabdlitos de baixo peso molecular e, portanto, de melhor absor¢do (Ozdal et al. 2016).
Sabe-se, por exemplo, que bactérias do filo Firmicutes apresentam menos enzimas de
degradacdo de glicanos do que Bacteroidetes. Dessa forma, a metabolizacdo dos polifenois
varia de acordo com sua estrutura quimica e o filo bacteriano presente no momento da interacdo
(Mahowald et al. 2009). Assim, essa interagdo entre a microbiota intestinal e os polifendis
produz diferentes compostos que podem modular a composigdo desta microbiota,
principalmente pela inibi¢do do crescimento de bactérias patogénicas. Além disso, os polifendis
e 0s produtos dessa interacdo também atuam como prebi6ticos, favorecendo assim, o

crescimento de bactérias benéficas (Fandriks 2017).

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia
jambolana Lam.) é uma Myrtaceae originaria da Asia tropical e cultivada em vérios paises,
inclusive no Brasil, onde é conhecida popularmente como jamboldo, jameldo entre outros
nomes. Varios compostos polifendlicos e antioxidantes como, flavondides, acidos fendlicos,
taninos e terpenos se encontram presentes em diferentes partes desta planta (Chagas et al. 2015).
Estudos farmacoldgicos tém demonstrado varias atividades biolégicas do S. cumini como: anti-
hiperglicemiante (Kumar et al. 2013), cardioprotetor (Mastan et al. 2009) e antioxidante (Arun
etal. 2011b; Sanches et al. 2016). Em 2009 o Ministério da Satde a incluiu na Relagdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), reconhecendo o seu importante papel

no contexto etnofarmacologico brasileiro(BRASIL 2009).

O nosso grupo identificou a presenca de varios polifendis no extrato hidroalcodlico

(HE) das folhas de S. cumini, destacando-se miricetina e seu derivados e galotaninos, o que
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demonstra uma promissora a¢édo antioxidante do EH (Sanches et al. 2016). Tanto nesse estudo,
como em dois outros anteriores, foi comprovado que o tratamento com EH melhorou a agéo
periférica da insulina restabelecendo parametros insulino-glicolipidicos em ratos obesos MSG
(Franca et al. 2019; Sanches et al. 2016) e com diabetes induzida por aloxana (Chagas et al.
2018). Entretanto, ndo ha estudos que avaliem o efeito desse EH sobre modelos de SM mais
semelhante a humana, como a induzida por dietas enriquecidas por carboidratos simples.
Portanto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito do EH sobre o metabolismo glico-

lipidico e a microbiota intestinal de animais alimentados com dieta rica em sacarose.

METODOLOGIA

Material Botanico e Obtencao do Extrato Hidroalcoodlico de S. cumini

As folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels foram coletadas no Campus do Bacanga da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), na cidade de S&o Luis, estado do Maranhao,
Brasil. Uma exsicata da espécie vegetal foi registrada sob o nimero 4574 no Herbario “MAR
— Herbario do Maranhao”.

Apds a coleta, ocorreu a secagem (40°C) e pulverizacdo das folhas. O p6 obtido foi
macerado em solucdo hidroalcoodlica (etanol 70%), na propor¢do de 1:6 (p/v), durante 3 dias
com agitacdo constante e renovacao do solvente a cada 24 hs dias. O material extraido filtrado
e concentrado (45°C) foi denominado extrato hidroalcoolico de Syzygium cumini (EH), o qual
passou por liofilizacdo, obtendo-se 0 EH em po, que foi ressuspendido em &gua destilada, no

momento do uso, para realizagcdo dos ensaios experimentais in vivo.

Dieta rica em sacarose
A racdo rica em sacarose foi manufaturada a partir de modificagcdes na metodologia

proposta por Lima e cols. (2008) e planejada para possuir valores energéticos semelhantes a
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racao padrdo (isocaldrica). Para isso, a racdo padrdo (Nuvital®, Nuvilab, Brasil) pulverizada
(40%) foi misturada ao leite condensado (Moc¢a® - Nestle) (40%), acUcar refinado (8,5%) e
agua até formar uma massa pastosa, apresentando uma composicao final de macronutrientes
demonstradas na tabela 1. Esta mistura foi manipulada para formar pellets semelhantes a ragédo
padrdo e dessecada em estufa (38 °C por 3 dias). Posteriormente, a racdo produzida foi

armazenada em geladeira por no maximo 10 dias.

Tabela 1. Composicéo centesimal da dieta padréo e da dieta rica em sacarose

Composicao centesimal Dieta padréo Dieta rica em sacarose
Carboidratos 55,4% 65%
Sacarose 10% 25%
Proteinas 21% 12,3%
Lipideos 5,2% 4,3%
Valor energético 352Kcal/100g 348Kcal/100g

Inducéo da Obesidade e Tratamento Croénico com o EH

Logo ap6s o desmame (21 dias de vida), ratos machos da espécie Rattus norvergicus
var. Wistar foram randomizados em 2 grupos: o primeiro alimentado com a ragdo padrédo
denominado grupo controle (CTR; n=6); o segundo alimentado com a dieta rica em sacarose
(HSD; n=22) por um periodo de 17 semanas. Ap0s esse periodo, os animais HSD foram
randomizados em 3 novos grupos: animais mantidos com a dieta rica em sacarose (HSD; n=8)
e animais mantidos com a dieta rica em sacarose e tratados (v.0) com extrato hidroalcodlico

(EH) de S. cumini nas doses de 0,25 g/Kg (HSD + EH 0,25; n=7) ou 0,5 g/Kg (HSD +EH 0,50;
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n=7) por um periodo de 5 semanas. Os animais CTR e HSD receberam H20 (0,1 ml/kg; v.0)
pelo mesmo periodo. O desenvolvimento da obesidade foi avaliado, antes, durante e apds o
tratamento, pelo célculo do indice de Lee [(peso corporal (g)Y*/comprimento naso-anal (cm) x
1000] (Bernardis and Patterson 1968). Durante todo o periodo de tratamento o consumo de
racao e a avaliacdo do desenvolvimento ponderal foram realizados trés vezes por semana.
Todos os procedimentos realizados com animais estavam de acordo com o Comité de
Etica de Uso de Animais (CEUA-UFMA), os quais foram submetidos para anélise e aprovados

pelo CEUA-UFMA sob o numero de processo 23115.016318/2016-96.

Testes de tolerancia a glicose (GTT) e insulina (ITT) e indice TyG

Na semana anterior da eutanasia foram realizados os testes tolerancia a glicose (GTT) e
insulina (ITT). Para o GTT, ap6s um jejum de 8 horas foi mensurada a glicemia dos animais
pela cauda (glicosimetro Accuchek Active®) nos tempos 0 (basal) e 15, 30, 60, 120 min apos
um bolus de glicose (2 g/Kg; v.0.) O ITT foi realizado de forma semelhante, no entanto a
glicemia do tempo zero foi realizado em estado pos-prandial e as outras ap6s 15, 30, 45 e 60
min ap6s de uma dose de insulina (1 Ul/g de peso; i.p.) (Rafacho et al. 2007). Para avaliacdo
da resisténcia a insulina o indice TyG foi calculado a partir dos resultados da glicemia de jejum

e niveis séricos de triglicerideos (Guerrero-Romero et al. 2010).

AvaliacOes Séricas

Antes, durante e ao final do tratamento, os animais foram submetidos a uma restrigéo
alimentar de 10 a 12 horas para coleta de sangue da cauda. Apds coagulacdo, o sangue foi
centrifugado a 3500 rpm por 5 min para obtencdo do soro, o qual foi utilizado para a

determinacdo das concentracbes de triglicerideos e colesterol total, por métodos
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espectrofotométricos utilizando kits laboratoriais. A glicemia foi avaliada pela cauda por meio

de tiras e glicosimetro (Accuchek Active®).

Coleta e analise morfométrica

No periodo determinado (05 meses), os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, via intraperitoneal) e foram realizadas coletas de
sangue via artéria mesentérica. Em seguida, eles foram decapitados para a realizacdo da
tricotomia da regido dorsolateral da cabeca até a exposicdo da sutura lambddide da calota
craniana. A seguir, foam craniotomizados para retirada do cérebro e isolamento do nucleo do
trato solitario (NTS). Por fim, foram laparotomizados para a retirada dos coxins adiposos
(gordura periepididimal, retroperitoneal, mesentérico e marrom), figado, pancreas e masculos
soleo e gastrocnémio que foram lavados com solucéo salina, dessecados e pesados (Moon et al.
2013). Todas as amostras foram conservadas e armazenadas (-80 C) para futuras analises de
expressao génica e proteica. As carcacas dos animais sacrificados foram prontamente
identificadas e refrigeradas (-20°C) sendo encaminhadas, no dia seguinte, ao Biotério Central

da UFMA para o correto descarte.

Histologia e glicogénio hepatico

As amostras de figado foram incluidas no composto Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek,
EUA) e congeladas rapidamente em uma mistura de gelo seco e 2-metilpentano (Fisher
Scientific, EUA). Cortes de figado com 10 um de espessura foram fixados em formol a 10% e
corados com Oil Red O (Sigma-Aldrich, EUA). Essas se¢Oes foram analisadas por dois
pesquisadores de uma maneira cega independente para determinar o escore NAFLD / NASH
para o grau de esteato-hepatite, de acordo com os critérios definidos previamente (Kleiner et al.

2005). As laminas foram digitalizadas usando um microscopio Olympus BX53 (Olympus
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America, EUA), e as imagens digitais de alta resolucdo foram capturadas em um computador
com ampliacdes de alta poténcia (X4 ou X20).

Para determinacdo do glicogénio hepatico foi realizado o protocolo Hassid and Abraham
(1957) com algumas modificagdes. Amostras (250 mg) de figado foram colocadas em tubos
contendo 1 ml de KOH 30% e fervidas (100 °C) por 1 h para completa homogeneizacdo. Em
seguida, em cada tubo foi adicionado 100 pl de NaSO4 50% e 3,5 ml de etanol (70%) e, ent&o,
fervido (100 °C, 15 min) para precipitacdo do glicogénio. As amostras foram centrifugadas a
1000 rpm (20 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em agua quente.
Em 5 pl dessa ressuspenséo foi adicionado 445 pl de H.Odd e 1 ml da antrona 0,2% em H2SOa.
Essa mistura foi aquecida (100 °C, 15 min) e o conteddo de glicogénio mensurado por

espectrofotometria (650 nm).

Expressdo proteica por western blotting

Amostras de figado foram homogeneizadas com tampao de lise contendo inibidores de
proteases (1 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml leupeptina e 10 mM PMSF) e fosfatases (2 mM
ortavanato de sodio, 10 mM pirofosfato de sodio e 10 mM [-glicerolfosfato). 30 pg de proteina
de cada amostra foi diluida com tampéo de amostra Laemmli e carregado em gel SDS-PAGE
para separacao proteica. Apos a separacao, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. Para deteccdo das proteinas de interesse, as membranas foram incubadas
overnight com os seguintes anticorpos primarios: anti-Akt (Cell Signaling, USA, Cat. #9272) e
anti-GRP78 (Enzo Life Sciences, USA, Cat. #ADI-SPA-827). Em seguida, foi realizado a
incubagdo por 1 h (temperatura ambiente) com o0s anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase. A revelacdo das proteinas foi feita por quimioluminescéncia utilizando Kit

SuperSignal™ (Thermo Scientific, USA, Cat. #34577).
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Extracédo de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA para avaliacdo da microbiota intestinal

Ao final do tratamento com o EH, amostras de fezes foram coletadas e imediatamente
estocadas em freezer a -80 °C e, subsequentemente, usadas para a extracdo de DNA gendmico,
amplificacdo e sequenciamento do gene bacteriano 16S rRNA. O DNA gendémico foi extraido
e aamplificacdo da regido V3 do gene 16S rRNA foi realizada conforme descrito anteriormente
(Bartram et al. 2011; Whelan et al. 2014). Resumidamente, cada pellet fecal foi homogeneizado
mecanicamente e lisado enzimaticamente antes da extracdo de DNA com fenol-cloroférmio-
isoamil. A amplificacdo da regido VV3V4 foi realizada usando primers reversos adaptados a um
barcode. Cada reacdo continha 5 pmol de primer, 200 mM de dNTPs, 1,5ul 50 mM MgCIl2, 2
ul de 10 mg / ml de soro albumina bovina (irradiado com um transiluminador para eliminar
DNA contaminante) e 0,25ul de Taq polimerase (Life Technologies, Canada) para um volume
total de reagdo de 50 pl. Os produtos de PCR foram purificados por eletroforese em gel e
subsequentemente sequenciado usando a plataforma Illumina MiSeq (2x150bp) no Farncombe

Genomics Facility (McMaster University, Hamilton ON, Canada).

Analise do sequenciamento do gene 16S rRNA

Os arquivos FASTQ resultantes foram processados usando um pipeline interno
personalizado (Whelan et al. 2014). Os reads que excederam o comprimento da regido 16S
rRNA V3 foram cortadas usando Cutadapt (Martin 2011), e os reads emparelhados foram
alinhadas usando PANDASeq (Masella et al. 2012). Amplicons de sequéncias variantes (ASVs)
foram geradas usando DADAZ2 (Callahan et al. 2016a) e taxonomia foi atribuida usando o RDP
Classifier (Ribosomal Database Project, RRID: SCR_006633) contra o banco de dados de
referéncia Silva 132. ASVs néo bacterianos foram removidos por taxa de exclusao pertencentes

ao reino Eukaryota, um filo desconhecido, ou a familia Mitocéndria.
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A analise dos dados de sequenciamento foi realizada em R (Projeto R para Computacao
Estatistica, RRID: SCR_001905). Medidas de alfa diversidade dos dados ASV rarefeitos foram
calculadas usando o indice de diversidade de Shannon (phyloseq, RRID: SCR_013080) e
analisadas por modelo linear misto com tratamento (HFCS vs controle) e dia (3 semanas vs 6
semanas) como efeitos fixos e ID de camundongo como um efeito aleatdrio. A beta diversidade
de contagens de ASV normalizadas (soma total escalonada) foi calculada usando a métrica de
dissimilaridade Bray Curtis e visualizada através da ordenacdo da Analise das Principais
Coordenadas (PCoA) (ggplot2, RRID: SCR_014601). As diferencas de toda a comunidade
entre os grupos foram analisadas usando andlise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA) e o comando adonis (vegan; RRID: SCR_011950). DESeq2 (RRID:
SCR_015687) foi usado para identificar géneros que diferiam significativamente entre os
grupos (limite de significancia definido como um valor p <0,01 ap0s o ajuste para testes
multiplos via implementacdo DESeq2 do procedimento de ajuste de testes multiplos de

Benjamini-Hochberg) e visualizado usando ggplot2.

Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias. A andlise dos
dados dos experimentos foi realizada por meio dos testes estatisticos paramétricos (teste t de
Student ndo pareado e unicaudal e analise de variancia — ANOVA pos-teste Newman Keuls).

As diferengas foram significativas quando p < 0,05.
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RESULTADOS
Evolucéo ponderal e consumo energético dos animais ao final do tratamento com o EH

Os animais HSD tratados com o EH na dose de 0,59/Kg apresentaram uma reducéo de
peso significativa a partir da segunda semana tratamento em relacéo aos grupos CTR (CTR vs.
HSD + EH 0,50 = 442 + 13,29 vs. 389 + 16,5 g) € HSD (HSD vs. HSD + EH 0,50 = 449 + 6,8g
vs. 389 + 16,50), sendo mantida esta diferenca até a Ultima semana de tratamento (CTR vs.
HSD + EH 0,50 = 451 + 15,89 vs. 398 + 18,2g9; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 463 + 8,79 vs. 398
+ 18,2g). Durante o periodo de tratamento com o EH, os grupos tratados apresentaram uma
reducdo no consumo energético a partir da segunda semana em relacdo aos grupos CTR (CTR
vs. HSD + EH 0,25 =19,74 + 1,07 vs. 12,10 £ 1,64; CTR vs. HSD + EH 0,50 = 19,74 + 1,07
vs 10,54 + 1,01) e HSD (HSD vs. HSD + EH 0,25 = 16,12 £ 0,83 vs. 12,10 + 1,64; HSD vs.
EH 0,50 = 16,12 + 0,83 vs. 10,54 + 1,01). No entanto, ao final do tratamento essa reducédo do
consumo energeético nos grupos tratados permaneceu diferente apenas em relacéo ao grupo CTR
(CTRvs. HSD + EH 0,25 =18,60 = 1,23 vs. 15,04 + 1,66; CTR vs. HSD + EH 0,50 = 18,60 +
1,23 vs 14,49 + 2,49). Com relacdo ao Indice de Lee durante o periodo de tratamento com o
EH, o grupo HSD + EH 0,50 apresentou valores menores quando comparados aos grupos CTR
(HSD+ EH 0,50 vs. CTR = 300,9 + 3,33 vs 307,9 + 4,34g"*/cm™), HSD (HSD+ EH 0,50 vs.
HSD = 300,9 + 3,33 vs 307,7 + 2,35 g"3/cm™) e HSD + EH 0,25 (HSD+ EH 0,50 vs. HSD +

EH 0,25 = 300,9 + 3,33 vs 308,0 + 6,25 g"*/em!) (Figura 1).
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Figura 1. Pardmetros morfométricos durante o tratamento com o EH. A. Peso dos animais em gramas (g) durante o
periodo de 5 semanas de tratamento com o EH. B. Consumo energético dos animais durante o tratamento com o EH. C.
indice de Lee (IL) (g¥*/cm™). One-way ANOVA (Newman Keuls). 2(HSD + EH 0,50 vs CTR). ° (HSD + EH 0,50 vs HSD).
¢(HSD + EH 0,50 vs HSD + EH 0,25).

O tratamento com o EH melhora o metabolismo glico-lipidico dos animais HSD

Ao final do periodo de tratamento com o EH foram observadas diferencas significativas
guanto aos niveis de glicemia de jejum entre os grupos CTR e HSD (CTR vs. HSD = 77,83 +
4,02 vs. 96,88 + 5,83 mg/dL), como também foram observadas diferengas entre 0os grupos
tratados com o EH em relagéo ao grupo HSD (HSD vs. HSD + EH 0,25 = 96,88 + 5,83 vs.
77,43 = 4,30 mg/dL; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 96,88 + 5,83 vs. 80,43 + 3,69 mg/dL) (Fig. 2

A) Os niveis glicémicos pds-prandiais foram significativamente mais elevados nos animais
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HSD em comparacao ao grupo CTR (CTR vs. HSD =109 + 6,53 vs. 131,1 + 5,95 mg/dL) (Fig.

2 D).

Com relacdo a avaliagdo da intolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina, ao final
do tratamento com o EH nas duas doses avaliadas, a analise da area sob a curva, tanto do GTT
(p=0,0133) (Fig. 2 B e C) quanto do ITT (p=0,0440) (Fig. E e F) mostraram uma diferenca
entre os grupos CTR e HSD, como também a capacidade do EH em atenuar as intolerancias a
glicose e a insulina dos animais HSD tratados. O indice TyG nos animais do grupo HSD (9,09
+ 0,14) foi maior em comparacdo aos animais do grupo CTR (8,03 + 0,11). Entretanto, nos
animais dos grupos tratados com o EH (HSD + EH 0,25 = 8,48 + 0,13; HSD + EH 0,50 = 8,46
+ 0,21) esse indice foi menor em comparagao aos animais do grupo HSD (9,09 + 0,14) (Fig. 2
G). Esse resultado é corroborado pelo dado do indice HOMAL-IR, que mostra que 0s animais
HSD tratados com o EH na dose de 0,59/Kg (1,64 + 0,21) tiveram a sua sensibilidade periférica
a insulina restabelecida a niveis bem semelhantes ao dos animais do grupo controle (1,36 *
0,40) (Fig. 2 H). Alem disso, o EH também foi capaz de reduzir os niveis séricos de insulina
dos animais HSD tratados em ambas as doses (~35% no grupo HSD + 0,25 e ~58% no grupo

HSD + 0,50) (Fig.2 I).

Os niveis séricos de colesterol ndo foram diferentes entre os grupos, permanecendo
inalterado até o final do tratamento (Fig. 2 J). No entanto, observamos aumento dos niveis
séricos de TG a partir de 90 dias de inducdo da obesidade em animais alimentados com a dieta
rica em sacarose (CTR vs. HSD = 117,4 + 13,22 vs. 248,3 = 14,21 mg/dL), sendo que essas
diferencas permaneceram até o final do periodo de indugdo (CTR vs. HSD = 81,80 + 8,60 vs.
192,1 + 20,86 mg/dL). Ao final do tratamento, os animais que receberam o EH apresentaram

niveis sericos de triglicerideos reduzidos em comparagédo aos animais do grupo HSD (HSD vs.
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HSD + EH 0,25 = 200,7 + 21,99 vs. 118,1 + 9,25 mg/dL; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 200,7 +

21,99 vs. 108,9 + 13,47 mg/dL) (Fig. 2 K).
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Figura 2. Avaliacdo da resisténcia insulinica e perfil bioquimico. A. Niveis glicémicos pré-prandiais durante
o0 periodo de tratamento com o EH. B. Niveis de glicose no sangue durante o teste de tolerancia a glicose
(GTT). C. Area sob a curva (AUC) dos niveis de glicose no sangue durante o GTT. D. Niveis glicemicos pos-
prandiais durante o periodo de tratamento com o EH. E. Niveis de glicose no sangue durante o teste de
tolerancia a insulina (ITT). F. Area sob a curva (AUC) dos niveis de glicose no sangue durante o ITT. G.
indice TyG. H. HOMAI-IR. I. Niveis de insulina em jejum. J. Niveis séricos de triglicerideos. K. Niveis
séricos de colesterol avaliados em ratos CTR, HSD e tratados com o EH apés o periodo de 5 semanas. Os
valores representam média + epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 2 p < 0.05 comparado ao CTR, P p <
0.05 comparado ao HSD.

O tratamento com o EH reverte a esteatose hepatica nos animais HSD

A anélise microscopica das amostras de figado mostrou a presenca de esteatose hepatica

nos animais HSD em comparagdo com os animais do grupo CTR. N&o foi observado a presenga
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de ballooning ou inflamacdo. Entretanto, nos dois grupos de animais tratados com o EH, o

acumulo de lipidios nos hepatocitos foi reduzido em comparacdo do grupo HSD, nédo sendo,

portanto, caracterizada a presenca de esteatose hepatica (Figura 3).

NAFLD
escore

Esteatose 0,0 £ 0,00 1,0+0,262 0,14 +0,14> 0,16+ 0,16°

CTR HSD HSD+0,25 HSD+0,5

Inflamacao 0,0 £ 0.00 0,0+ 0,00 0,0£0,00 0,0 £ 0,00
Ballooning 0,0+ 0,00 0,0+ 0,00 0,0 £ 0,00 0,0 £ 0,00

Total 0,0+0,00 1,0£0,262 0,14 +0,14> 0,16 +0,16°

Figura 3. Andlise histologica do figado apos o tratamento com o EH. Secgdes de amostras de figado coradas
com Oil Red para a visualizagdo de droplets de lipidios, morfologia de hepatdcitos, score para esteatose,
ballooning e inflamacdo avaliados em ratos do grupo CTR (n=6), HSD (n=8), HSD+0,25EH (n=7) e
HSD+0,50EH (n=7). Os valores representam média + epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 2 p < 0.05

comparado ao CTR, b p < 0.05 comparado ao HSD.
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O tratamento com o EH melhora o conteudo hepatico de glicogénio e promove o aumento da
expressao proteica da AKT e GRP78 no figado

O contetdo de glicogénio hepatico é um importante preditor de resisténcia insulinica no
figado, ou seja, em um processo de resisténcia insulina hepatica a biossintese de glicogénio é
reduzida. Foi observado que o contetdo de glicogénio hepético dos animais HSD foi reduzido
em comparacdo aos animais do grupo CTR. Em contrapartida, os animais tratados com o EH
apresentaram um aumento do contetdo de glicogénio hepatico em comparagdo com 0s animais
do grupo HSD (Figura 4A). Para investigar a via de sinalizacao insulinica no figado, avaliamos
a expressdo da proteina AKT, pois esta participa da cascata de sinalizacdo insulinica que
promove a translocacdo de transportadores GLUT 4 para a membrana da célula e, assim, a
captacdo de glicose em tecidos periféricos. Foi observado que nos animais HSD a expressdo da
Akt foi reduzida em 47,19 % quando comparado aos animais do grupo CTR. O tratamento com
0 EH nas duas doses, aumentou a expressao da AKT nos animais HSD em 69,27 % e 88,26 %,
respectivamente (Figura 4B). A correta sinalizacdo insulinica hepatica contribui também para
a homeostase do reticulo endoplasmatico (RE), pois ja esta bem evidenciado a associacao entre
0 estresse do RE e a doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA). Dessa forma,
avaliamos a expressdo da chaperona GRP78, uma das proteinas mais bem caracterizadas e
associadas a manutencdo da homeostasia do RE. Os animais HSD apresentaram uma reducéo
da GRP78 em 50% quando comparado aos animais do grupo CTR. O tratamento com o0 EH na

dose de 0,50g/Kg aumentou a expressdo da GRP78 nos animais HSD em 78,97% (Figura 4C).
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Figura 4. Avaliacdo de marcadores da sinalizacdo insulinica hepética e do estresse do reticulo endoplasmético. A. Nivel
de glicogénio hepético dos animais dos grupos controle (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados
com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). B. Efeito do tratamento com o EH na expressdo da AKT no figado de animais dos
grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). C. Efeito do
tratamento com o EH na expressdo da GRP78 no figado de animais dos grupos (CTR), alimentados com dieta rica em
sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). As barras representam média + epm. One-way ANOVA

(Newman Keuls). 2 p < 0.05 comparado ao CTR, b p < 0.05 comparado ao HSD.

O EH nao afeta a diversidade microbiana de animais HSD

A anélise da abundancia relativa de espécies bacterianas mostrou que o consumo de uma
dieta rica em sacarose foi capaz de modificar a composicdo da microbiota intestinal dos
animais. A andlise ao nivel de filo mostrou que a dieta HSD aumentou a proporc¢éo de espécies
do filo firmicutes. Esse dado é caracterizado pelo aumento na abundancia relativa de espécies
bacterianas do género Blautia, pertencente a esse filo. A mesma analise mostrou que néo houve
diferenca quanto a abundancia relativa de espécies dos grupos tratados com o EH, quando

comparados ao grupo HSD (Fig. 5A).
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Para avaliar se a dieta HSD modificou a diversidade microbiana e se o tratamento com
0 extrato de S. cumini poderia alterar esse parametro, foram calculados os indices de o (alfa) e
B (beta) diversidade. Observamos que a dieta reduziu a diversidade de espécies no grupo HSD
em relacdo ao grupo CTR de acordo com o indice de Shannon. Porém, nenhuma diferenca
guanto ao numero de espécies foi observada nos grupos HSD tratados com o EH, em ambas as

doses, quando comparado ao grupo HSD (Fig. 5B).

A Andlise multivariada permutacional de variancia ndo-paramétrica (PERMANOVA)
para a matriz de Bray Curtis, revelou diferencas entre o grupo CTR, o grupo HSD e 0s grupos
tratados com o EH (R? = 0,29091, p = 0.001, PERMANOVA). Porém, ao avaliar o efeito do
tratamento com o EH nos animais HSD (HSD+0,25 e HSD+0,50), nas duas doses, nenhuma
diferenga em relagio a B-diversidade foi observada em comparacdo ao grupo HSD (R? =
0,08161, p = 0.537, PERMANOVA). Além disso, a beta diversidade calculada pelo indice de
Bray Curtis mostrou que os animais CTR e HSD separam-se claramente formando grupos
especificos dentro da Analise das Principais Coordenadas (PCoA) (Fig. 5C). Particularmente,
a distribuicdo dos animais ao longo do eixo PC1 reflete a diferenca no perfil da microbiota
intestinal entre os grupos CTR e HSD, respondendo por 37% da variacéo entre eles. Entretanto,
embora existam diferencas na proporcéo relativa de alguns grupos bacterianos identificados, a
beta diversidade permaneceu similar entre os animais do grupo HSD e os animais dos grupos
HSD tratados com o EH nas duas doses (HSD+0,25 e HSD+0,50). Dessa forma, esse dado
confirma a capacidade da dieta HSD em modificar a composicdo da microbiota intestinal e,

também de que o EH néo teve qualquer efeito sobre a composi¢do da mesma.
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Figura 5. Avaliagdo do efeito do EH sobre a microbiota intestinal. Abundancia relativa dos 25 géneros
mais abundantes (A) Alfa diversidade calculada pelo Indice de Shannon (B). Analise das principais
coordenadas (PCoA) usando o indice de dissimilaridade de Bray Curtis (C) avaliados nos animais
alimentados com a dieta padrdo (CTR, n=6), com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8), animais
alimentados com a dieta rica em sacarose e tratados com o EH nas doses de 0,25g/Kg (HSD+0,25, n=7)
e 0,50g9/Kg (HSD+0,50, n=7) ap0s 0 periodo de 5 semanas. A analise estatistica para o calculo da pB-
diversidade entre os grupos foi realizada pelo teste de Anélise multivariada permutacional de variancia
ndo-paramétrico (PERMANOVA, 999 Monte Carlo permutations).
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DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos o efeito do tratamento por 5 semanas com extrato hidroalcodlico
(EH) das folhas de Syzygium cumini sobre ratos dislipidémicos e com esteatose hepética
induzida por uma dieta rica em sacarose (HSD). Ratos Wistar HSD tratados com o EH
apresentaram glicemias de jejum menores quando comparados aos animais HSD. Isso
demonstra a capacidade do EH em reverter hiperglicemia desses animais. Esse efeito foi
corroborado pela melhora das intolerancias a glicose e insulina e normalizagdo dos indices TyG
e HOMA1-IR, como também a reducéo dos niveis séricos de insulina nos animais HSD tratados

como EH.

Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores do nosso grupo em que o efeito
desse EH sobre o perfil glicémico e sensibilidade a insulina foram avaliados em ratos obesos
induzidos pelo MSG. Por exemplo, Franca et al. (2019) demonstraram que ratos obesos MSG
tratados por 8 semanas com o EH nas doses de 0,5 e 1,0g/Kg/dia apresentaram uma reducéo
significativa nos niveis glicémicos de jejum quando comparados aos animais ndo tratados
(Francaetal. 2019). O EH também melhorou a intolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina
em outro estudo com ratos obesos-MSG (Sanches et al. 2016). Embora esses resultados sejam
semelhantes ao de outros estudos, 0 nosso trabalho é o primeiro a avaliar o efeito do EH das

folhas sobre pardmetros metabdlicos de animais alimentados com dieta rica em sacarose.

Efeitos anti-hiperglicemiante e de melhora da sensibilidade insulinica ja foram
observados em modelos diabetes experimental tratados com varias partes da planta. Baldissera
et al. (2016) demonstraram que ratos com diabetes induzida por dieta rica em gordura e
estreptozotocina (STZ) tratados com o extrato hidroalcodlico bruto das folhas de S. cumini por
6 semanas apresentaram reducdo nos niveis glicémicos quando comparados aos niveis
glicémicos dos animais diabéticos (Baldissera et al. 2016). Resultados semelhantes foram

encontrados em ratos diabéticos STZ tratados (500 mg/kg) por 21 dias com Varios extratos da
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casca (Tripathi and Kohli 2014). Além disso, a suplementacéo (8 semanas) com 2,5% do pé
das sementes na dieta de ratos alimentados com dieta rica em gordura (DRG) restabeleceu a
tolerancia a glicose, a sensibilidade a insulina, assim como, a insulinemia dos animais (Ulla et

al. 2017).

Uma possivel explicacdo para o efeito anti-hiperglicémico do EH esta associada ao seu
potencial antioxidante através do sequestro de radicais livres como ja demonstrado pelo nosso
grupo(Chagas et al. 2018; Sanches et al. 2016). Essa acdo pode aumentar a sensibilidade
insulinica em 6rgdos periféricos como, TAB, figado e musculo esquelético, restabelecendo,
dessa forma, os niveis glicémicos na circulagdo (Tzeng, Liou, and Liu 2011). Além disso, uma
maior da atividade antioxidante aumenta a protecao das células beta do pancreas contra a morte
celular induzida por citocinas pré-inflamatorias, favorecendo a adequada secrecdo de insulina
(Ding et al. 2012). Acredita-se que os efeitos citados acima estejam associados a presenca de
polifendis como a miricetina e seus derivados (Baldissera et al. 2016; Choi et al. 2014; Sanches

et al. 2016).

De acordo com os indices TyG e HOMA1-IR, os animais alimentados com HSD
apresentaram resisténcia insulinica, sendo que o EH nas duas doses restabeleceu a sensibilidade
insulinica dos animais HSD. Esse dado esta de acordo com a melhora da intolerancia a glicose
e a insulina promovida pelo extrato nas duas doses avaliadas. Essa melhora da sensibilidade a
insulina nos animais HSD tratados com o extrato é corroborado pela diminui¢do dos niveis de

TG nesses animais.

A hipertrigliceridemia é um fator de risco direto para doencgas cardiovasculares
(Nordestgaard and Varbo 2014). Como era de se esperar, 0s niveis de TG dos animais HSD se
mostraram elevados a partir de 90 dias de consumo da dieta e permanecendo elevado até o final
do periodo de inducdo de obesidade. Em estudos anteriores do nosso grupo foram observadas

elevacOes das concentragdes séricas de TG em animais alimentados com a dieta rica em
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sacarose bem antes do aumento da glicemia (Pinto, Melo, Flister, Franca, et al. 2016; Sousa et
al. 2018). Portanto, a hipertrigliceridemia tem sido a primeira e mais presente alteracdo
promovida por este tipo de dieta. Em nosso estudo, ap0s o periodo de 5 semanas de tratamento
com o EH, observou-se que o extrato foi capaz de reduzir a hipertrigliceridemia dos animais

HDS nas duas doses testadas.

Esse resultado € corroborado por dados anteriores do nosso grupo em que ratos obesos-
MSG hipertrigliceridémicos apresentaram uma reducéo significativa dos TG apds o tratamento
com o EH nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg (Franca et al. 2019; Sanches et al. 2016). Assim, este
trabalho demonstra que uma dose de 0,25 g/kg do EH pode ser capaz de ter efeitos semelhantes
sobre esse lipideo sanguineo como as maiores (0,5 e 1,0 g/kg) ja testadas. Com relacdo a
atividade anti-hipertrigliceridémica do extrato, Franca et al. (2019) sugerem que esse efeito
esteja associado a capacidade dele em inibir a expresséo e atividade da via XBP-1s/PDI/MTP,
reduzindo, assim, a incorporacao e exportacdo de triglicerideos através das particulas de VLDL

(Franca et al. 2019).

Schoenfelder et al. (2008) realizaram um tratamento agudo com o extrato hidroalcodélico
bruto das folhas de S. cumini em animais com diabetes induzida por aloxana e observaram que
houve reducao significativa dos TG séricos. Os autores também observaram que os melhores
resultados foram apresentados pelas doses de 0,125 g/Kg e 0,5 g/Kg (Schoenfelder et al. 2010).
Resultados semelhantes foram demonstrados em outro estudo em animais com diabetes
induzida por DRG e STZ (Baldissera et al. 2016). Outros estudos que usaram o extrato das
sementes em animais diabéticos STZ (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005b; Sharma,
Balomajumder, and Roy 2008a) ou adicionaram o pO das sementes a dieta de animais com
obesidade induzida por dieta rica em agucar e gordura (Ulla et al. 2017) também demonstraram

o efeito anti-hipertrigliceridémico de S. cumini.
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A hipertrigliceridemia é consequéncia direta do maior aporte e sintese de gordura
hepatica (Perdomo, Fruhbeck, and Escalada 2019). Como demonstrado em trabalho do grupo
em camundongos, a HSD é capaz de induzir DHGNA nos animais a partir de 8 semanas de
exposicdo (Flister et al. 2018). Corroborando com esse dado, os ratos HSD deste trabalho
apresentaram DHGNA e o tratamento com EH nas duas doses foi capaz de inibir o aparecimento
dessa patologia. Franca et al. (2019) demonstraram que o tratamento de ratos obesos-MSG com
o EH foi capaz de reverter a esteatose hepética desses animais. No entanto, o tempo de
tratamento utilizado neste estudo foi de 8 semanas com doses de EH de 0,5 e 1,0 g/kg (Franca

et al. 2019).

Como apresentado por Chagas et al. (2015), ha varios compostos fendlicos identificados
no S. cumini que podem melhorar distirbios metabdlicos como a esteatose hepéatica (Chagas et
al. 2015). Efeito observado em ratos obesos com DHGNA tratados tanto com o extrato bruto
das folhas (Franca et al. 2019) como com o p6 das sementes (Ulla et al. 2017) de S. cumini.
Outros extratos ricos em polifendis também reduzem o acimulo de gordura hepética tanto em
animais como em humanos. Por exemplo, o tratamento de camundongos com 200 mg/Kg de
extrato de cereja rico em polifendis por 15 semanas reduziu o acimulo de lipidios no figado de
animais alimentados com DRG. Em outro estudo, pacientes com obesidade e DHGNA que
receberam capsulas contendo 450 mg do extrato de Hibiscus sabdariffa L., constituido por
flavonoides, antocianinas e acido fendlico, apresentaram reducéo em varios parametros metabdlicos,

entre eles, reducdo do acimulo de gordura hepatica (Chang et al. 2014).

A RI é um dos principais fatores que contribuem para 0 acimulo de gordura nos hepatécitos
(Brown and Goldstein 2008). O estoque de glicogénio no figado é um indicativo de sensibilidade
insulinica neste 0rgdo, uma vez que a insulina induz a sintese e a RI favorece a quebra e,

consequentemente, diminuigdo desse polissacarideo (Petersen, Vatner, and Shulman 2017). Neste
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trabalho, o consumo de dieta com 25% de sacarose promoveu reducdo do contetdo de glicogénio

hepatico, que foi atenuado pelo tratamento com o EH nas duas doses avaliadas.

Existem poucos estudos que avaliaram o efeito de extratos ricos em polifenois sobre o
contetido hepatico de glicogénio. Dentre os trabalhos, destaca-se 0 de Kumarappan et al. (2012), que
observaram reducdo do glicogénio no figado de ratos diabéticos induzidos por STZ apds o
tratamento por seis semanas com o extrato das folhas de Ichnocarpus frutescens (300 mg/kg). Em
outro trabalho, Gandhi et al. (2014) constataram que o tratamento (200 e 400 mg/kg) por 30 dias
com o extrato metandlico dos feijoes de Cyamopsis tetragonoloba diminuiram o conteido de
glicogénio hepético de ratos diabéticos induzidos por STZ e DRG de forma dose dependente.
Ademais, 0 EH pode estar agindo sobre o metabolismo hepatico do glicogénio através do seu
principal composto, a miricetina (Sanches et al. 2016), visto que esse polifenol aumenta a sintese de
glicogénio em hepatécitos isolados de ratos STZ de uma maneira dependente da concentracéo (0,01
a 10,0 pmol/L) (Liu et al. 2005). A miricetina também foi capaz de aumentar o conteido hepético
de glicogénio de ratos STZ apds dois dias de tratamento (3 mg/ 12 h, via intraperitoneal). Efeito que
foi explicado pela maior atividade do glicogénio sintase | no figado desses animais diabéticos (Ong

and Khoo 2000).

Na sinalizacdo insulinica, a via da PI3BK/AKT ¢é o principal downstream responsavel
pela maioria dos efeitos metabdlicos promovidos por esse hormdnio. No figado, a ativacdo
dessa via diminui a gliconeogénese, aumenta a sintese de glicogénio e induz sintese de TG,
sendo a hiperinsulinemia um dos principais responsaveis pela lipogénese de novo no hepatécito
(Chao et al. 2019). Neste estudo, os animais HSD apresentaram uma reducdo na expressdo da
AKT no figado, a qual foi revertida pelo tratamento com o EH nas duas doses. A reducdo da
expressdao da AKT corrobora com a diminuigéo da sintese de glicogénio hepatico, evidenciando
uma possivel RI hepéatica nos animais HSD. Ao mesmo tempo, 0 aumento da expresséo da Akt

promovida pelo EH indica melhora na sinalizacdo insulinica hepatica desses animais.
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N&o ha estudos que avaliem o efeito de extratos ricos em polifendis sobre a expressao
da AKT hepatica de animais alimentados apenas com dietas ricas em agucares. Todavia, a agdo
desse fitocomplexo de varias espécies vegetais ja foi descrita em outros modelos de SM
experimental. Por exemplo, extratos polifendlicos da semente (Rameshrad et al. 2019) e da
casca (Santos et al. 2017) da uva (Vitis vinifera) foram capazes de melhorar a sinalizacdo da
AKT hepatica em animais com SM induzida por bisfenol A e DRG, respectivamente. Ademais,
outros vegetais ricos em polifendis além de aumentarem a atividade da via da AKT, também
promovem reducdo da esteatose hepatica. Isso foi observado em ratos obesos Zucker
suplementados (4% por 7 semanas) com Opuntia ficus (Moran-Ramos et al. 2012) e em
camundongos alimentados com dieta rica em frutose e gordura e tratados com extrato etandlico
de frutas vermelhas da regido norte (ex: amora-preta, arando-vermelho e acerola alpina) (Anhe

et al. 2018).

Dentre os polifendis do EH, também se destaca a acdo da miricetina, que apesar de nao
haver estudos que avaliem o seu efeito na via da AKT hepatica, ha outros que demonstram que
a administracéo intraperitoneal (1,0 mg/kg, 3x ao dia) desse flavonoide por 14 dias aumentou a
expressdo tanto da AKT total como do GLUT 4 no musculo séleo de ratos alimentados por 6
semanas com dieta enriquecida com 60% de frutose (Liu et al. 2007; Tzeng, Liou, and Liu
2011). Efeito que foi explicado pelo aumento da produgado B-endorfina nesses animais tratados

com a miricetina (Tzeng, Liou, and Liu 2011).

O acumulo de gordura no figado favorece a ativacdo do estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), que induz maior sintese de TG, mantendo um ciclo vicioso (Baiceanu et
al. 2016). Assim, junto com a hiperinsulinemia e a RI, o estresse do RE tem papel fundamental
no desenvolvimento e manutencdo da DHGNA. SREBP1c é o principal fator de transcricao
lipogénico no figado ativado por esses mecanismos, sendo, assim, o grande responsavel pela

lipogénese de novo nesse 6rgdo (Ferre and Foufelle 2010). A glucose-regulated protein 78
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(GRP78) é a chaperona mais abundante no RE. Ela apresente duas funcdes classicas no controle
da homeostase dessa organela: o enovelamento proteico e a inibicdo dos trés sensores do

estresse do RE (IREla, PERK e ATF6) (Hetz, Chevet, and Oakes 2015).

Neste estudo constatou-se que os animais HSD apresentaram diminuigdo da expresséo
da GRP78 hepatica, sugerindo ativacdo do estresse do RE nesse 6rgdo. A diminui¢do hepatica
dessa proteina também foi comprovado em outros modelos de SM como o rato Zucker (Szanto
et al. 1995) e o camundongo db/db (Yamagishi et al. 2012). Entretanto, o tratamento com EH
restaurou a expressao dessa proteina nos ratos alimentados com excesso de sacarose. Além do
controle da homeostase do RE, a GRP78 parece ter um papel determinante no metabolismo
glico-lipidico hepético. Por exemplo, a super expressdo da GRP78 no figado de camundongos
ob/ob diminui a maturacéo e a expressdo da SREBP1c com consequente reducdo do acumulo
de lipideos e melhora da sensibilidade insulinica hepatica (Kammoun et al. 2009). Esse efeito
deve estar relacionado, em parte, a melhora do estresse do RE, o que diminui a ativacdo da
SREBP1c (Ferre and Foufelle 2010). Além disso, a GRP78 é capaz de ativar AMPK hepética,

T

a sintese de glicogénio via AKT (Gupta et al. 2019).

Estudos indicam duas vias de interacdo entre polifendis e a microbiota intestinal: a
microbiota pode metabolizar os polifendis, assim como os polifendis e seus metabdlitos, podem
modular a microbiota intestinal inibindo a proliferacdo de bactérias patogénicas e favorecendo
0 crescimento de bactérias benéficas. Essa interacdo reciproca entre polifenois e a microbiota
intestinal pode contribuir para a satde do hospedeiro (Corréa et al. 2019). Tendo em vista essa
interacdo, nos resolvemos investigar a capacidade do EH em modular a microbiota intestinal e,
dessa forma, buscar entender se 0 mecanismo pelo qual o EH melhora os parametros glico-

lipidicos dos animais poderia ser através dessa modulacao.
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Foi observado que o EH néo foi capaz de modular a microbiota intestinal dos animais
HSD apds 5 semanas de tratamento com as duas doses. O perfil da microbiota dos animais CTR
é totalmente diferente do perfil dos animais HSD. A dieta rica em sacarose promoveu 0 aumento
da abundéancia de grupos pertencentes ao filo Firmicutes, entre eles grupos bacterianos
especificos representados por espécies do género Blautia, pertencente a familia
Lachnospiraceae. Alguns estudos associaram as espécies desse género com a obesidade,
elevado BMI (Kasai et al. 2015; Bonder et al. 2016; Org et al. 2017), acumulo de gordura
visceral (Ozato et al. 2019), DHGNA e EHNA (Shen, Zheng, et al. 2017; Del Chierico et al.

2017).

O nosso resultado ¢ discordante de outros estudos com extratos ricos em polifendis.
Animais cuja dieta foi suplementada com extrato de Blueberry por 8 semanas apresentaram
mudancas na composic¢ao da microbiota intestinal caracterizada por uma reducdo na abundancia
de Firmicutes. Essas mudancas na composicao da microbiota foram associadas a uma melhora
no efeito de barreira do epitélio intestinal, com consequente reducdo da inflamacéo sistémica e
melhora da resisténcia insulinica hepatica dos animais obesos (Lee et al. 2018). Extratos ricos
em polifendis de uva Concord tinto (Roopchand et al. 2015) e cranberry (Anhe et al. 2015)
apresentaram efeitos semelhantes sobre ratos obesos induzidos por dieta rica em gordura
(DRG), reduzindo o ganho de peso corporal e a melhorando a sensibilidade insulinica. Além
disso, ambos extratos aumentaram a abundancia de Akkermansia muciniphila nesses animais
alimentados com a DRG. Ademais, o extrato rico em polifenois de artic berry foi capaz de
melhorar a endotoxemia metabdlica, resisténcia insulinica e esteatose hepatica em animais
obesos induzidos por dieta rica em agucar/gordura, como tambem favoreceu o crescimento de
A. muciniphila (Anhe et al. 2018). Henning et al. (2018) ao suplementar a dieta rica em
acucar/gordura de camundongos com extratos de cha verde e preto rico em polifendis observou

a reducdo da razdo de Firmicutes /Bacterioidetes. Além disso, o cha verde favoreceu o
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crescimento de bactérias do género Clostridium e Coprococcus. Os autores concluiram que o
efeito anti-obesogénico promovido pelos extratos estd associado a modulacdo da microbiota

intestinal (Henning et al. 2018).

CONCLUSAO

Esse é o primeiro estudo que avalia o efeito do extrato hidroalcodlico rico em polifenois
das folhas de S. cumini sobre animais alimentado com dieta rica em sacarose. Dentre 0s
principais resultados, destaca-se que o tratamento foi capaz de reduzir a hiperglicemia e a
hipertrigliceridemia de ratos alimentados com dieta. Além disso, o extrato também reduziu a
DHGNA e aumentou o glicogénio hepatico desses animais. Efeitos que foram associados ao
aumento das expressdes proteicas da AKT e GRP78 no figado. Portanto, 0s nossos resultados
reiteram a capacidade do EH em melhorar as alteracdes glico-lipidicas de animais com SM.

Além disso, também destaca-se a GRP78 como potencial alvo terapéutico para essas desordens.

Porém o EH ndo foi capaz de modular a microbiota intestinal dos animais HSD. Os
mecanismos pelos quais os polifendis modulam a microbiota precisam ainda ser
compreendidos. Entretanto, € importante considerar a estrutura do polifenol, pois esta influencia
na sua absorcdo, a dose avaliada e 0s microorganismos presentes no momento da interacao
(Cardona et al. 2013). Dessa forma, o mecanismo pelo qual o EH melhora os parametros glico-

lipidicos de animais com a SM ndo parece envolver a modulacdo da microbiota intestinal.



162

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados descritos neste trabalho mostram que o consumo crénico de uma dieta
rica em sacarose, logo apds o desmame, altera a composic¢ao da microbiota intestinal, reduzindo
a diversidade microbiana e favorecendo o aumento de grupos bacterianos associados a producgéo
de acidos graxos de cadeia curta e ao desenvolvimento de fatores de risco associados a SM.
Enfatizamos também que o0 modelo de dieta usado neste estudo apresenta uma concentracao de

sacarose semelhante ao seu consumo pelas populacGes de paises da América Latina.

O nosso estudo também demonstrou a capacidade do extrato das folhas de S. cumini em
reduzir a hiperglicemia, a hipertrigliciridemia e a esteatose hepatica de ratos alimentados com
a dieta rica em sacarose. Dessa forma, 0s nossos resultados corroboram com estudos anteriores
do nosso grupo que também demonstraram a capacidade do EH em melhorar as alteracdes
glico-lipidicas de animais com SM. Entretanto, o EH néo foi capaz de modificar a composicédo
da microbiota intestinal desses animais expostos a um excesso de sacarose. Com isso, 0S
mecanismos pelos quais os polifendis modulam a microbiota ainda precisam ser melhor

compreendidos.

Portanto, sugerimos que um provavel mecanismo pelo qual o EH melhora as alteracdes
glico-lipidicas de animais com SM esteja associado a capacidade dele em inibir a expressdo e
atividade da via XBP-1s/PDI/MTP, reduzindo, assim, a incorporacdo e exportacdo de

triglicerideos através das particulas de VLDL, dado demonstrado por estudo anterior do nosso

grupo.
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