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RESUMO

A obesidade € considerada uma epidemia pois atinge cerca de 37,9% da populacdo
adulta brasileira, sendo Campo Grande a capital que possui o maior nimero de adultos
obesos 27,9 %. A obesidade € definida como uma doenca cronica inflamatéria de baixo
grau, por envolver marcadores e citocinas inflamatorias. Dessa maneira, pesquisas
tem sido realizada com o foco de prevenir ou intervir nesta doenca. E evidenciado que
a comunidade bacteriana intestinal esta envolvida na etiopatogénese da obesidade. As
fibras apresentam caracteristicas fisico-quimicas importantes na modulacdo dessa
comunidade bacteriana, por esse motivo, sdo consideradas essenciais e de extrema
importancia para o consumo humano. Nesse contexto, destaca-se o fruto Acrocomia
aculeta, predominante na regido do cerrado e popularmente denominada bocaiuva,
pois apresenta em sua composicdo significativa concentracdo de fibra solavel e
insolavel. Portanto, o objetivo do presente estudo foi verificar o perfil da comunidade
bacteriana intestinal de camundongos da linhagem Swiss, induzidos a obesidade por
dieta hiperlipidica (high fat) e tratados com 4% de polpa liofilizada de bocaiuva. Sendo
assim, no tempo inicial, foram coletadas amostras fecais de 9 camundongos Swiss
adultos machos, distribuidos nos grupos experimentais, controle (CS n=3), high fat
(CHF n= 3) e Polpa de bocaiuva a 4%( CHFP4 n= 3), e no tempo final (apds 90 dias
de tratamento) Novas amostras de fezes foram coletados dos grupos experimentais:
FS (n=3), FHF (n=3) e FHFP4 (n=3), totalizando 18 amostras analisadas. Para avaliar
a comunidade bacteriana, a extracdo direta de DNA metagenémico foi realizada a
partir de amostras fecais, seguido pela amplificacdo do gene 16S rDNA por rea¢do em
cadeia da polimerase (PCR), e posterior sequenciamento de DNA em plataforma
lllumina HiSeq. Como resultado, o filo Firmicutes apresentou maior abundéncia
relativa em todos o0s grupos analisados, seguido pelos filos Bacteroidetes,
Proteobacteria, Deferribacteres e Actinobacteria. Em nivel de género, a abundancia
relativa de Blautia, Paenibacillus e Lactobacillus foram maiores no grupo CHFP4 e
FHFP4. Por sua vez, os grupos CS, CHF e CHFP4 apresentaram similaridade nas
comunidades bacterianas. Diante do exposto, a dieta high fat acrescida de 4% de
polpa de Bocaiuva, foi capaz de modular a microbiota intestinal, principalmente no
nivel de género. Diante da perspectiva de estudo metagenémico, esta pesquisa
demonstrou que a associacao de fibra alimentar a dieta, podera auxiliar na intervencgao
nutricional da obesidade.

Palavras chaves: Obesidade, Prebiéticos, Microbiota Intestinal.
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ABSTRACT

Obesity is considered an epidemic because it affects about 37.9% of the Brazilian adult
population, being Campo Grande the capital that has the largest number of obese
adults 27.9%. Obesity is defined as a low-grade chronic inflammatory disease,
involving inflammatory markers and cytokines. Thus, research has been conducted
with the focus of preventing or intervening this disease. It is evident that the gut
bacterial community is involved in the etiopathogenesis of obesity. Fibers have
important physicochemical characteristics in the modulation of this bacterial
community, so they are considered essential and extremely important for human
consumption. In this context, stands out the fruit Acrocomia aculeta, predominant in
the cerrado region and popularly called of bocaiuva, because it has in its composition
a significant concentration of soluble and insoluble fiber. Therefore, the aim of the
present study was to verify the profile of the gut bacterial community of Swiss mice
induced by obesity by high fat diet and treated with 4% bocaiuva lyophilized pulp. Thus,
in the initial time, fecal samples were collected from 9 male adult Swiss mice,
distributed in the experimental groups, control (CS n = 3), high fat (CHF n = 3) and
bocaiuva pulp at 4% (CHFP4 n = 3), and at the final time (after 90 days of treatment)
new fecal samples were collected from the experimental groups: FS (n = 3), FHF (n =
3) and FHFP4 (n = 3), totaling 18 samples analyzed. To evaluate the bacterial
community, direct DNA metagenomic extraction was performed from fecal samples,
followed by amplification of the 16S rDNA gene by polymerase chain reaction (PCR),
and subsequent DNA sequencing on lllumina HiSeq platform. As a result, the
Firmicutes phylum presented higher relative abundance in all groups analyzed,
followed by the Bacteroidetes, Proteobacteria, Deferribacteres and Actinobacteria. At
gender level, the relative abundance of Blautia, Paenibacillus and Lactobacillus were
higher in group CHFP4 and FHFP4. In turn, groups CS, CHF and CHFP4 showed
similarity in bacterial communities. In this context, the high fat diet plus 4% Bocaiuva
pulp was able to modulate the gut microbiota, especially at gender level. From the
perspective of a metagenomic study, this research demonstrated that the association
of dietary fiber with diet may help in the nutritional intervention of obesity.

Keywords: Obesity, Prebiotics, Gut Microbiota.



1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca cronica inflamatoria de grande impacto para a saude
publica mundial, atingindo cerca de 37,9 % da populacdo adulta brasileira
(BRASIL.,2014). Dessa maneira, pesquisas tém sido realizadas com a finalidade de
demonstrar o envolvimento das bactérias intestinais na etiopatogénese da obesidade
e de outra Doencas Cronicas nao Transmissiveis (DCNTs) (CANI et al., 2009). Nesse
contexto, estudos contemporaneos consolidaram a associagdo da microbiota
intestinal com o0 excesso de peso corporal, e observou que individuos com peso
adequado e 0s obesos possuem composicdo diferentes de micro-organismos
intestinais (LEY et al., 2005;) WENSVEEN et al., 2015).

Sabe-se que a comunidade microbiana pode variar de acordo com as
caracteristicas individuais e ambientais, levando em consideracdo o modo de
nascimento (parto normal ou cesariana), a idade, medicacdo, género e habitos
alimentares (TOJO et al., 2014; MARIETA et al., 2015). Porém, dentre estas, destaca-
se a dieta que tem sido desde h& muito considerada uma das principais moduladoras
externas da microbiota intestinal (MIl) (SALENEN e DE VOS, 2014).

Além disso, o intestino humano s6 é capaz de fermentar fibras dietéticas devido
a sintese de enzimas pela microbiota intestinal. A metabolizacdo através dessas
enzimas permite que os polissacarideos nado digeriveis a monossacarideos e a acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) (ROBERFROID M et al., 2010). Nesse ambito, o
processo fermentativo dos carboidratos nado-digeriveis e consequente sintese dos
AGCC é complexo e significativamente benéfico para o metabolismo organico, pois
propicia aumento da saciedade, e garante niveis adequados de glicose plasmatica e
lipidios séricos (PADDU et al., 2014;)

Diante do exposto, dietas enriquecidas com polpa liofilizada de Acrocomia

aculeta (bocaiuva), apresentam-se como importantes fontes de fibras alimentar, além
de elevados teores de proteinas, vitaminas e minerais (ARRUDA et al., 2012) que
auxiliam na modulacéo intestinal do organismo, uma vez que, frutos com grande
aporte fibroso aumentam a fermentacao bacteriana (MORRISON; PRESTON, 2015).

Ainda sao escassos os estudos sobre modulagao da microbiota intestinal e que

determinam quais as bactérias que estéo relacionadas ao processo inflamatorio de

DCNTSs. Neste contexto, 0 sequenciamento em larga escala de DNA metagendmico,



permitira 0 conhecimento sobre a diversidade e abundancia da comunidade
bacteriana em relacdo ao efeito de dietas enriquecidas com polpa liofilizada da
bocaiuva sobre a microbiota intestinal. Além disso, ird proporcionar um banco de
dados para posteriormente ser utilizado para subsidiar estudos futuros.

Por fim, esse estudo se justifica por verificar o perfil da comunidade bacteriana
presente em organismos metabolicamente descompensados pela inducdo da
obesidade, antes e apds tratamento com dieta apresentando concentracao de 4% de

polpa de Bocaiuva.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OBESIDADE: ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS.

Nas ultimas décadas, a dieta ocidental tem prejudicado significativamente a
qualidade alimentar da populacdo, devido ao incentivo ao consumo de alimentos
'rdpidos’ e ‘'convenientes'. Porém, esses alimentos apresentam alta densidade
energética e baixo teor de fibra dietética, sendo que este Ultimo resulta em um menor
sinal de saciedade, ocasionando assim, uma maior demanda alimentar e o aumento
do tecido adiposo (POPKIN et al., 2012). Nesse contexto, 0 aumento excessivo do
tecido adiposo no organismo, também denominado obesidade, € considerado
atualmente como uma doenca crénica inflamatéria de grande impacto sobre a salde
publica mundial, (WHITE et al., 2013), fato atribuido a um desequilibrio na ingestéo e
gasto energético ao longo de um periodo prolongado (FRANCA et al., 2012).

Os mecanismos etiologicos da obesidade se relacionam com causas
multifatoriais de ordem genética, ambiental, social, econémica, cultural, nutricional,
metabdlica, psicoldgica, neuroldgica e endécrina (GONNELLI et al 2014).

O indice de massa corporal (IMC) de acordo com a Organizacdo Mundial da
saude (OMS) é a ferramenta comumente utilizada para o diagnostico nutricional.
Baseia-se na razéo entre o peso do individuo e a altura ao quadrado (Kg/m?), sendo
classificado como eutréfico individuos com o IMC de 18,5 a 24 kg/m? e obeso igual ou
superior a 30 kg/m?. O indice de gordura corporal é uma segunda abordagem
realizada para o diagnostico da obesidade, por mensurar a gordura corporal atraves

de aparelhos com tecnologia mais avangada, principalmente quando combinado com



a medida da circunferéncia da cintura, que ndo deve ser maior que 94 centimetros
(cm) no homem e 80 cm na mulher. (PI- SUNYER et al., 1998; SPEAKMAN, 2004).
Com a utilizacdo do IMC, séo feitos estudos na otica da epidemiologia, com objetivo
de avaliar o impacto da obesidade no ambito nacional e internacional (ANJOS et al.,
2017).

Em relacdo aos estudos epidemioldgicos, levantamentos realizados em todo o
pais apontam que a obesidade atinge cerca de 37,9% de toda a popula¢gdo adulta
brasileira, (Figura 1). De acordo com a vigitel 2017, é possivel verificar que as capitais
Macapa, Campo Grande e Porto Velho possuem as maiores concentracfes de
homens obesos (28,5%, 27,6% e 25,2%) respectivamente, ja em relacdo as
porcentagens de mulheres obesas, observa uma variagéao de 24,1%, 21,1% e 20,9%
nas capitais Manaus, Recife e CuiabA.

Figura 1: Relacdo da Obesidade na Regido Centro Oeste (Fonte: Producéo do préprio
autor).



2.2 OBESIDADE E ASPECTOS INFLAMATORIOS

A obesidade € considerada uma inflamacdo cronica de baixo grau, devido a
elevacdo de marcadores e citocinas inflamatérias na presenca de macrofagos
infiltrados no tecido adiposo branco (TAB) (LEITE et al., 2009). O tecido adiposo esta
dividido em trés citotipos, tecido adiposo marrom (TAM), responsavel pela producéo
de calor (termogénese), sendo produzido em menor quantidade pelo organismo
humano, o tecido adiposo bege descoberto recentemente, sdo consideradas células
adiposas benéficas por ajudar na perda de peso através da queima de calorias,
enguanto o tecido adiposo branco (TAB), apresenta uma maior distribuicéo pelo corpo
e tem sido considerado um 6rgao dinamico, por secretar multiplos peptideos bioativos,
denominados adipocinas, (WU et al., 2012; WENSVEEN et al., 2015)

As adipocinas envolvidas na patogénese da obesidade, possuem acdes proé-
inflamatorias e anti-inflamatorias (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). De acordo
com Athyros e colaboradores (2010), as adipocinas possuem mecanismos em todo o
organismo, sendo responsaveis pela homeostasia como o controle da ingestédo
alimentar e balanco energético, acao da insulina, angiogénese, homeostase vascular,
controle da pressédo sanguinea e da coagulacéo. Visto os processos fisiopatolégicos
envolvendo o desequilibrio da secrecao das adipocinas, torna-se um fator fundamental
para génese da sindrome metabdlica (DUNMORE; BROWN, 2013; SIPPEL et al.,
2014).

Entre as adipocinas citam-se, o Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a);
interleucina 6 (IL-6); resistina; proteina quimiotatica para monécitos 1 (MCP-1); leptina;
adiponectina; interleucina 10 (IL-10).Sdo0 adipocinas existentes no processo
inflamato6rio da obesidade, sendo que muitas ainda estdo sendo identificadas.
(MATTU; RANDEVA et al.,2013).

O TNF —a é uma citocina pro-inflamatoria produzida por adipdcitos e sua principal
fungéo é promover as respostas imune e inflamatoria (MOTTA et al., 2013). No tecido
adiposo de individuos obesos essa adipocina apresenta uma maior concentragéo e
esta envolvida na resisténcia a insulina, por inibir a fosforilacdo da tirosina presente
no substrato -1 do receptor de insulina (IRS) (SIPPEL et al., 2014).



A IL- 6 também é uma citocina pré-inflamatoria, secretada por células endoteliais,
musculares lisas, mondcitos e macrofagos (MIRAGLIA; MELL O, 2012; PINTO, 2014;
SIPPEL et al., 2014;). A concentracéo de IL-6 no organismo influéncia seu campo de
atuacdo. Agindo, tanto no tecido periférico quanto no sistema nervoso central,
podendo alterar o peso corporal, a homeostase energética e a sensibilidade insulinica.
Além de estimular a producéo de proteina C reativa (PCR), uma proteina de fase
aguda e proporcional ao IMC, e inibe a expressédo de adiponectina, uma adipocina
com efeitos anti-inflamatério, antidiabético e antiaterogénico (LEITE; ROCHA,;
BRANDAO-NETO, 2009). De forma semelhante, tanto a IL- 6 quanto o TNF- a estdo
envolvidas no processo de formacgédo da placa ateromatosa, e pode haver possivel
relacdo com a progressao da aterosclerose (MOTTA et al., 2013).

No tocante a resistina, essa possui acao pro-inflamatoria, e € secretada por
monaocitos e adipdcitos. Esta presente em individuos magros e obesos, sendo que
individuos obesos geralmente possuem niveis elevados desta adipocina. Seus niveis
elevados contribuem para resisténcia insulinica, diminuindo a gliconeogénese
hepatica (SIPPEL et al., 2014). Além disso, essa adipocina contribui para a disfuncéo
endotelial, e, por aumentar a expressao da molécula de adeséao celular VCAM-1 e a
MPC-1, esta relacionada a leséo ateroscler6tica inicial (GOMES et al., 2010).

Em individuos obesos a MCP-1 se encontra em niveis elevados, essa
quimiocina inflamatéria esta relacionada a quimiotaxia de mondcitos e macrofagos
para os lugares de inflamacao, de modo que facilita a infiltracdo de macréfagos no
tecido adiposo do individuo obeso. Os macrofagos quando ativados, secretam
citocinas com efeito pro-inflamatério, como TNF-a e IL-6, aumentando a resposta
inflamatoria e a resisténcia a insulina. O aumento dos niveis de MCP-1, também esta
relacionada ao desenvolvimento de aterogénese, que contribui para o acumulo de
mondcitos nas artérias colaterais. Além disso, ela estimula a secrecdo de leptina
através de mecanismos poés-transcricionais (LEITE; ROCHA; BRANDAO-NETO,
2009; PINTO, 2014).

A leptina € um hormonio produzido principalmente nos adipocitos. E esta
relacionado com a reducdo da ingestdo alimentar e aumento do gasto energético,
atuando como uma molécula sinalizadora entre tecido adiposo e o sistema nervoso
central (OTAVIANNI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016). Ressalta-se, ainda, que este
horménio esta associado ao aumento de linfocinas proé-inflamatérias, pois possui

funcdes sobre os linfécitos-T, regulando a proliferacdo de células envolvidas na



resposta imune (SIPPEL et al., 2014). Em razao da alta quantidade de tecido adiposo,
individuos obesos apresentam maiores concentracdes de leptina no organismo, e tal
condicdo parece estar relacionada a diversos fatores de risco para doencas
cardiovasculares e outras patologias, como obesidade, SM, resisténcia insulinica,
diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, aterotrombose e doenca
miocardica (GOMES et al., 2010).

Ao contrario das adipocinas citadas, a concentracdo plasmatica de adiponectina
esta aumentada em individuos eutrdéficos, quando comparado com obesos (GOMES
et al., 2010). A adiponectina possui efeito anti-inflamatorio, reduzindo os niveis de
citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a e IL-6, e também demonstra melhora na
sensibilidade a insulina, assim como é um bom protetor contra doencas
cardiovasculares (SIPPEL et al., 2014). Adiponectina esta relacionada a inducao da
expressdo de IL-10 em macrofagos, e, possivelmente, parte dos efeitos protetores
contra aterosclerose da adiponectina estao ligados a IL-10 (SPERETTA et al., 2014).
Dessa forma, o desenvolvimento de doencas relacionadas a obesidade, como
doencas cardiovasculares estdo relacionados aos baixos niveis de adiponectina.
(GOMES et al., 2010).

De acordo com Speretta et al., (2014), a IL-10 é uma adipocina anti-inflamatéria
sintetizada, sobretudo, por macréfagos e linfécitos, sendo que a principal funcdo no
organismo € regular o sistema imune. Uma maior concentracdo dessa adipocina
depende de uma menor proporcao de gordura corporal. Dessa forma atua para inibir
a expressao e/ou sintese de adipocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-
o em monocitos e macrofagos (LEITE et al., 2009)

Sabe-se que a associacdo da obesidade e o estresse oxidativo, eleva a
concentracdo de radicais livres no organismo reduzindo o efeito protetor dos
antioxidantes, dessa maneira gera danos as macromoléculas e um desequilibrio no
metabolismo. Os antioxidantes atuam para minimizar os efeitos adversos dos radicais
livres (FERNANDES et al., 2007). Por esse motivo, se faz importante o consumo de
folhas, raizes, frutos e partes de plantas, por terem em sua composicao fitoquimicos
bioativos que vém ganhando evidéncia como possiveis protetores contra o dano
oxidativo (FERREIRA; ABREU, 2007).

De acordo com Torres et al., (2014), a alimentacao de origem vegetal atua na
diminuicdo da ocorréncia de DCNTs, em especial a obesidade, com consequéncia na
reducdo de processos patogénicos (TORRES-FUENTES et al., 2014). Nesse



contexto, a inclusédo de alimentos como a bocailva (Acronomia aculeta), torna-se um
recurso atrativo por conta de sua composi¢ao nutricional identificada até o momento,
de forma que seus constituintes atuam de forma a prevenir e/ou controlar doencas

cronicas.

2.3 BOCAIUVA (Acrocomia aculeta): ASPECTOS TAXONOMICOS

A espécie Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd ex Mart., uma palmeira nativa da
Regido do Cerrado (Figura 2), apresenta ampla distribuicdo geografica nas Américas.
Esta pertence a familia Arecaceae, conhecida popularmente como bocaiuva e
macauba, entretanto, 0 nome comum desta palmeira varia de acordo com a regido

onde é encontrada, podendo também ser chamada de coco baboso, coco-de-espinho,

macaiba, macaibeira, macajuba, macalva, chiclete-de-baiano, dentre outros
(ALMEIDA et al., 1998).

Figura 2: Acrocomia aculeata (Jacq.) (A e C) Palmeira com frutos; (B) Polpa; (E)
Améndoa; (D) Florescéncia (F e G); (H) Frutos no solo (Fonte: Acervo pessoal).



O género Acrocomia é considerada a palmeira de maior disseminac¢ao no Brasil,
sendo abundantemente encontrada nos Estados de Minas Gerais (MG), Goias (GO),
Tocantins (TO), Piaui (PI), Bahia (BA), Maranh&do (MA), Mato Grosso (MT) e Mato
Grosso do Sul (MS), sendo amplamente distribuida pela area de Cerrado (Figura 3)
(LORENZI, 2006).

Figura 3: Distribuicdo geografica do Cerrado pelos Estados do Territorio Nacional.
MG (estado de Minas Gerais); MA (estado do Maranhdo); MT (estado de Mato
Grosso); Pl (estado do Piaui); TO (estado de Tocantins); BA (estado da Bahia); GO
(estado de Goias) (Fonte: proprio autor).

Sua frutificacdo acontece ao longo de todo o ano, e o periodo de
amadurecimento dos frutos ocorre entre setembro e janeiro (KOPPER et al.,2009). A
parte considerada mais importante desta planta é o seu fruto, que possui formato
esférico ou ligeiramente achatado, contendo um didmetro que varia de 2,5a5cm e
em sua composicao apresenta aproximadamente 20 % de casca, 40 % de polpa, 33
% de endocarpo e 7 % de améndoa (FARIA, 2010). Possui epicarpo cartaceo,
mesocarpo fibroso, mucilaginoso, de sabor adocicado e aroma caracteristico, sendo
seu endocarpo duro e denso (SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA, 2011).



As partes comestiveis do fruto sdo a polpa e a améndoa, amplamente
consumidas pela populacédo da regido do Pantanal sul-mato-grossense. A polpa é
consumida in natura ou como farinha adicionada em outras preparagdes (RAMOS et
al., 2008). A farinha de bocaiuva é produzida artesanalmente através de secagem da
polpa, seguida pelo processo de moagem e peneiramento, podendo entdo ser
fornecida aos consumidores (KOPPER et al.,, 2009). Além disso, suas folhas séo
comumente utilizadas como laxante, por apresentar um grande efeito purgativo, além
de serem consumidas para o controle de doengas das vias respiratorias, e utilizadas
para a alimentacdo animal (SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA, 2011).

Além do seu consumo na forma in natura, farinaceo e medicinal citado acima, o
0leo produzido pela polpa € de grande interesse para as industrias brasileiras por
produzir 6leo vegetal de alta qualidade, sendo comparado ao 6leo de oliva. Apresenta
em sua constituicdo cerca de 79% de acidos graxos insaturados e 21% de &cidos
graxos saturados e possui também grandes valores de acido oleico e acido palmitico
(HIANE et al.,1990; PENHA, et al., 2015).

2.4 CARACTERIZACAO DA POLPA DE BOCAIUVA

A Bocaiuva é um fruto de baixa acidez (aproximadamente com pH de 5,48), o que
torna seu sabor mais agradavel ao paladar, favorecendo assim, suas caracteristicas
sensoriais (MOOZ, CASTELUCCI, SPOTO, 2012). Em sua base seca, a polpa
representa entre 34,0 % a 48,0 % do fruto (CETEC, 1983), sendo rica em carboidratos
e fibras, e possui grande potencial energético (Tabela 1).
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Tabela 1: Composicao centesimal de polpa de bocaiuva

Polpa de bocaiuva*

Componentes Média * Desvio Padrao
(g/100 g em base umida)
Umidade 52,99 + 2,88
Lipideos 8,14 + 1,45
Residuo mineral fixo 1,51+ 0,06
Proteinas 1,50 £ 0,04
Glicose 947 +2/48
Sacarose 0,07 £ 0,17
Amido 12,56 + 0,48
Carboidratos totais -
Fibras 13,76 = 4,07
Valor caldrico total (kcal/100 g) 167,67 = 2,56

Fonte: * Ramos et al.,2008.

A exploracao sustentavel do fruto pode ser economicamente viavel, por produzir
aproximadamente 6,32 kg de polpa por cacho. Levando-se em consideracao sete
cachos por planta, a producdo média por ano de polpa, podera atingir 44,24 kg.
Estima-se, portanto, que 200 plantas por hectare (ha) produzirdo anualmente 8.848
kg de polpa. A quantidade de polpa é uma caracteristica importante, que reflete na
valorizacdo do extrativismo dos frutos (SANJINEZ-ARGANDONA E CHUBA et al.,
2011; LESCANO et al., 2014).

Devido a sua coloracdo ser amarelo alaranjado, acredita-se que exista a
presenca de carotenoide, um percursor da vitamina A, com importante funcao
fisiologica como: formacdo, protecdo e regeneracdo da pele e das mucosas,
fortalecimento do sistema imune e é importante para a manutencdo da visao
(KOPPER, 2009). O principal tipo de carotenoide encontrado na polpa de bocaiuva, é
o B-caroteno, sendo cerca de 90% do total existente no fruto. Sua polpa também é
considerada, rica em cobre, zinco e potassio para as criancas, e fonte de cobre e
potassio para os adultos de acordo com a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
(RAMOS, 2007).

A polpa destaca-se por apresentar um alto teor de fibra, visto que o consumo de
100g fornece 55 % das necessidades diarias de fibra alimentar (25 g/dia) e cerca de
8,4 % das necessidades caloricas diarias de um adulto com uma dieta de 2000 kcal
(BRASIL, 2014). J4 em relacdo as criancas, fornece quase metade (50%) das

necessidades diarias de fibras por dia. De acordo com a Organizagao Mundial da
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saude (OMS, 2007), a recomendacdo de ingestdo para criancas de 1 a 3 anos
necessitam de 19g/dia, 4 a 8 anos 25g/dia, meninos de 9 a 13 anos 31g/dia, e meninas
com idade entre 9 e 18 anos 26g/dia.

De acordo com os resultados de FERNANDES et al (2018) apés andlise da
composicdo quimica da polpa desidratada por liofilizacdo, demonstrou que a fibra
presente na polpa da bocaiuva representa um total de 22,90+0,04 (Tabela 2).
Aproveitando o periodo da safra, momento em que ocorre a producdo excedente do
fruto, a técnica de liofilizacdo vem possibilitar a conservagéo dos frutos, permitindo

assim, sua utilizacdo em qualquer época do ano (SILVA et al., 2017)

Tabela 2: Fibras alimentares da polpa liofilizada de bocaiuva (Fonte: FERNANDES et
al., 2018).

Polpa de bocaiuva (100g)

Fibras soluveis 10,35+0,32
Fibras insoluveis 12,54+0,36
Fibras totais 22,90+0,04

De acordo com Bernaud et al (2013) individuos que consomem quantidade
adequada de fibras parecem apresentar menor risco para o desenvolvimento de
doencas como; hipertensdo, obesidade, diabetes e cancer de cdlon, doencas
coronarianas e disbiose. Dessa forma, € possivel observar que a polpa da bocaiuva é
um fruto potencialmente importante para a saude da populacdo, uma vez que a fibra
€ a maior substancia presente na composicao do fruto (64,79 + 0,02%). Ressalta-se
ainda, que a fracao soluvel e insolavel da fibra presente na polpa estdo em proporcoes
equilibradas (cerca de 50% cada), 0 que aponta para um alimento possivelmente
prebiético (BOLINA; CREN, 2016).

2.5 PREBIOTICO

Inicialmente, Gibson et al., (1995) definiram prebiético como um ingrediente
alimentar que proporciona beneficios para a saude do hospedeiro, por apresentar
caracteristica fermentativa que altera a composicdo e a atividade da microbiota
gastrointestinal. Posteriormente, Roberfroid et al., (2010) afirmou que, o prebidtico

deve conferir beneficios a satde do hospedeiro, por permitir mudancas especificas
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tanto na composicdo e/ou atividade da microflora gastrointestinal a partir de
ingredientes seletivamente fermentados.

Atualmente, a maioria dos prebidticos identificados s&o carboidratos de
diferentes estruturas moleculares, naturalmente encontrados em alimentos ingeridos
pela populacéo, sendo potenciais prebioticos os carboidratos indigeriveis, como a fibra
alimentar (MARKOWIAK et al., 2017).

De acordo com Wong (2007), as fibras sollveis sdo dissolvidas em agua,
formando posteriormente géis viscosos. Ndo sao degradadas no intestino delgado, e
por esse motivo, sdo facilmente fermentadas no intestino grosso, pela acdo da
microbiota intestinal, enquanto que as fibras insollveis, ndo sao solluveis em agua, o
gue acarreta em uma limitacdo na fermentacao dessas fibras. As fibras sollveis sé&o
representadas pelas gomas, pectina, inulina e algumas hemiceluloses. Ja as fibras
insolaveis sdo representadas por lignina, celulose, e também algumas hemicelulose
(MORAES et al., 2014)

As fibras dietéticas promovem efeitos locais e sistémicos no organismo humano.
O efeito sistémico é caracterizado pela reducao dos niveis de colesterol e glicose,
enquanto o efeito local € comumente observado, na melhora do trato gastrointestinal
como, reducéo do tempo do transito intestinal, maior quantidade de bolo fecal, e em
especial na acao potencialmente benéfica na reducéo do cancer de colon (BUTTRISS
et al., 2008; EFSA, 2010).

Ainda sobre a solubilidade das fibras, Brownawell et al (2012), afirmam que a
fibra solivel apresenta uma maior caracteristica fermentativa quando comparada com
as fibras insolUveis pois essas ndo apresentam propensao a fermentacéo bacteriana,
sendo a fermentacao um processo benéfico para o hospedeiro, por reduzir o nivel do
pH no célon e consequentemente diminuindo o crescimento de patégenos e bactérias
putrefativas.

Compreende-se que nem todas as fibras sé@o prebidticos, visto que existem
alguns critérios necessarios para as fibras serem reconhecidas como tais, por
exemplo, ndo devem sofrer hidrolise e nem serem absorvidas na parte superior do
trato gastrointestinal, devem ser capazes de promover uma melhora intestinal e
consequentemente induzir efeitos no lumen que beneficiem o hospedeiro
(CRITTENDEN et al., 2009; ROBERFROID et al., 2010). Essa diferenciagdo se da
pelo fato das fibras serem utilizadas por todos os micro-organismos do colon de uma

forma generalizada, enquanto que os prebidticos atuam selecionando os micro-
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organismos capazes de utilizar carbono como fonte de energia, por apresentarem uma
estrutura quimica definida (ZE et al., 2013).

Sendo assim, um experimento realizado in vitro e in vivo evidenciaram que 0s
prebibticos que mais se adequam aos requisitos exigidos, sdo os oligossacarideos,
tais como, frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS),
isomaltooligossacarideos (IMO), xiloligossacarideos (X0S9),
transgalactooligossacaridos (TOS) e oligossacaridos de soja (SBOS). Porém, os
polissacarideos como inulina, amido resistente, celulose, hemicelulose ou pectina
também s&o considerados potenciais prebidticos. Salientando que, os prebiodticos sédo
classificados de acordo com a quantidade de mondmeros ligados entre si, assim
sendo, dissacarideos, oligossacarideos ou polissacarideos (BAURHOO et al., 2007;
ARKEL et al., 2012; AZCARATE-PERIL et al., 2017).

A ingestao de prebidtico esta relacionada com diversos beneficios para a saude,
desde fator relacionado a maior saciedade, até reducdo da lipoproteina de baixa
densidade sanguineo (LDL), melhora no indice glicémico e estimulacdo do sistema
imunolégico. Além de auxiliar na atividade e crescimento de bactérias benéficas no
trato gastrointestinal (VULEVIC et al., 2008; SAEZ-LARA et al., 2016).

2.6 OS BENEFICIOS DOS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC)

Atualmente, vérios estudos tém sido realizados com o objetivo de descobrir 0s
beneficios da producdo de AGCC para o metabolismo humano. Sabe-se que o0s AGCC
se ligam com receptores especificos, considerados ligantes naturais, acoplados as
proteinas G (GPCRs), denominados receptores 2 (FFAR 2 - receptor de acido graxo
livre 2), antes conhecido como GPR43 e 3 (FFAR 3 - receptor de acido graxo livre 3),
anteriormente denominado GPR43 que se encontram expressos em células epiteliais
intestinais e adipocitos (PADDU et al., 2014).

Ressalta-se ainda que FFA2 e FFA3 tem sido encontrado em regides periféricas,
0 que demonstra os possiveis beneficios dos AGCCs sobre os tecidos e 6rgaos, além
do intestino. O FFA2 foi detectado no musculo esquelético, coracao, baco e tecido
adiposo, enquanto a expressao de FFA3 parece ser mais difundida no sangue
periférico em células mononucleadas, pancreas, medula 6ssea e ganglios linfaticos
(TOLHURST et al., 2012; LAYDEN et al., 2013)
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Outro aspecto importante da ligacdo dos acidos graxos aos receptores; é a
capacidade de influenciar a motilidade intestinal e a producdo de horménios
intestinais, apresentando papel na regulacdo da saciedade (RIOS-COVIAN et al.,
2016).

Nesse contexto, foi observado que os AGCCs estdo associados a um aumento
nas concentragdes circulantes dos hormonios intestinais anoréticos (glucagon (GLP-
1) e o peptideo YY (PYY)), que sao sintetizados por células L presentes em todo o
trato gastrintestinal, com as maiores concentragdes no ileo distal e no célon (REIMER
et al., 2012). Além disso, o PYY apresenta um papel importante quando estimulado
pela proteina G, inibindo a motilidade intestinal, atrasando o transito intestinal, e
promovendo uma maior absorcdo de nutrientes a nivel intestinal. Sendo essa funcao
associada a uma reduc¢éo na ingestéo de energia (CHAMBERS et al., 2014).

Sabe-se que menores niveis de AGCC, pode estar associado a menor inibicao
do processo inflamatério. Esta inibicdo pode ser resultante da ligacdo dos AGCC ao
receptor GPR43, diminuindo assim o processo inflamatorio, devido a conexdo com
células imunes (MASLOWSKI et al., 2009). Um exemplo importante é o butirato, visto
gue esse apresenta um papel importante na regulagcdo da expressao das citocinas
pré- inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1[), por inibir a ativagao do fator nuclear Kb (NF-
Kb) (BERDANI; ROSSI, 2009).

Outro importante estudo constatou que ao alimentar ratos adolescentes com
uma fibra soltvel, goma guar, resultou em uma diminui¢do da ingestao de alimentos,
menor ganho de peso e melhora da tolerancia a glicose (Gibson et al., 2011). Sob o
mesmo ponto de vista um estudo realizado em humanos observou que os AGCCs
principalmente o acetato e o propionato possuem efeitos sistémicos especificos. O
acetato age reduzindo a glicemia pés-prandial, enquanto o propionato apresenta um
carater de supresséo da sintese de colesterol no figado, sendo a possivel explicacéo
para a reducdo dos niveis de lipidios no sangue. Dessa maneira, esses efeitos
sistémicos podem reduzir o risco de doencas cardiovasculares, que estdo presentes
como uma das principais causas de mortalidade e morbidade no mundo (EFSA,
2010b).

Ainda em relacdo aos efeitos da Ml e seus metabdlitos, aparentemente
expressam similaridades com a fungdo do figado, principalmente por sintetizar
vitamina k e vitamina do complexo B, que sdo de extrema importancia para o

metabolismo do individuo. De acordo com Barbosa et al (2010), ndo séo todas as
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bactérias que estdo envolvidas nessa fungcdo, sendo apenas; Fusobacterium,
Propionibacterium, Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium, Estreptococcus,
Enterobacterium, Enterococcus e Veillonella.

Por fim, ainda ha necessidade de maiores estudos sobre os beneficios dos
acidos graxos de cadeia curta para os hospedeiros. Porém, de forma sucinta, os
AGCC sintetizados pela microbiota intestinal aparentemente sao responsaveis pela
homeostase energética, além de propiciar aumento da saciedade, diminuir processo
inflamatorio, e garantir niveis adequados de glicose plasmatica e lipidios séricos
(KTSOYAN et al., 2016).

2.7 MICROBIOTA INTESTINAL

A microbiota intestinal (MI) tem sido alvo de grandes estudos contemporaneos,
devido sua relacdo com o processo de saude e doenca. Sabe-se que a Ml é formada
por diversos micro-organismos, em torno de 104 bactérias e archaeas por grama de
conteudo luminal, além de fungos, virus e protozodrios, que podem apresentar perfil
benéfico e ou patogénico (MONTEAGUDO-MERA et al., 2016). Embora tenha sido
descrito mais de 50 filos bacterianos, apenas dois apresentam predominancia;
Bacteroidetes e Firmicutes, representando 92,6%, que aparentemente nao estao
distribuidos de forma homogénea, de acordo com as caracteristicas de cada porcéo

intestinal (Figura 4).
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Figura 4: Alteragdes na abundancia e composi¢cao dos micro-organismos ao longo do
trato intestinal em humanos. Fonte: Adaptada de SEKIROV et al (2010).

No entanto, a composicao e a funcionalidade da Ml varia de acordo com a idade,
género, fatores psicolégicos, ambientais e sobretudo habitos alimentares (TOPPING
et al., 2001). De acordo com Moraes et al (2014), a microbiota intestinal comeca a se
estabelecer no momento do parto, uma vez que o contato direto do bebé com o canal
vaginal da mae interfere drasticamente na colonizag&o da Ml, no entanto, somente na
faixa de 2 a 3 anos de idade, que se percebe uma estabilidade e compatibilidade das
bactérias do filo Bacteroidetes e Firmicutes como nos adultos.

Enquanto que no envelhecimento se observa uma reducdo no crescimento de

bactérias anaerobias facultativas e na populacdo de Bacteroides e Bifidobacterium
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como consequéncia dessas variacdes, pode haver alteracdes no paladar e olfato, com
consequente reducao da ingestdo alimentar (ANGELAKIS et al., 2012).

Além disso, a dieta exerce um grande impacto na composicdo da microbiota
intestinal. O fator dietético influencia de tal maneira que é determinante para a génese
e proliferacdo de micro-organismos benéficos, o que € percebido por meio da
disposicéo de carboidratos dietéticos, como as fibras alimentares (NICHOLSON et al.,
2012).

Sabe-se que a maior concentracdo de bactérias esta no intestino grosso,
principalmente no coélon, devido a quantidade e disponibilidade de nutrientes
presentes nessa sec¢do (SEKIROV et al., 2010). Sendo os polissacarideos ndo amido,
os amidos resistentes e oligossacarideos, as principais fibras que adentram ao
intestino grosso, resultando na sintese de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) com
o objetivo de garantir a adequada diversidade e os beneficios proporcionados pela Ml
(RICHARDS et al., 2016).

As fibras dietéticas quando ingeridas ficam sujeitas as inimeras reacdes
fermentativas no Iimen intestinal que promovem a formacao de AGCC, como acido
férmico, isobutirico, valérico, caproico, especialmente butirico, propiénico, e acético,
0s quais totalizam aproximadamente 95% dos AGCC presentes no intestino (RIOS-
COVIAN et al., 2016).

Dai a importancia do papel da microbiota intestinal como intermediaria entre
fatores ambientais e comportamentais e a ocorréncia de obesidade e os disturbios
metabdlicos (LEY et al., 2005).

2.8 MICROBIOTA INTESTINAL E OBESIDADE

A obesidade tem grande impacto na saude publica mundial, por estar relacionada
na génese de diversas morbidades, tais como a diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia
e doencas cardiovascular aterosclerdtica. Dessa forma, uma possivel relacdo das
bactérias que colonizam o intestino humano como agentes etiopatogénicos da
obesidade ganha destaque, por representarem alvo potencial de intervencéo (IBGE
2010).

Sabe-se que existem diferencas na composicao da Ml de individuos eutréficos e

obesos, sendo que a maior concentracao é de Firmicutes em relagcéo a Bacteroidetes,
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tanto em camundongos geneticamente obesos quanto em humanos (CARVALHO et
al., 2012) Da mesma forma, Ley e colaboradores (2006) observaram que ao reduzir a
massa de tecido adiposo em humanos com obesidade, modificou-se a composicao da
MI, resultando em uma reducéo na proporcao de Firmicutes.

Ainda, estudo em humanos analisaram que em mulheres gravidas, que
apresentavam Bacteroidetes em maior concentracdo resultou em um aumento no
peso durante a gravidez, em compensacdo, gestantes que apresentaram maior
namero de Bifidobacterium pareceu fornecer prote¢éo contra o ganho peso excessivo
(SEDOURA et al., 2017).

Além do mais, foi observado um maior ganho de gordura ponderal e maior
extracdo de calorias nos animais que receberam a microbiota intestinal de obesos.
Esses achados se baseiam na utilizagdo de transplantes da microbiota intestinal de
roedores magros e obesos em animais germ-free, o qual sugere que as caracteristicas
da microbiota intestinal dos animais obesos contribuem para o ganho de peso
(MORAES et al., 2014)

As bactérias intestinais podem intervir no equilibrio energético, no estado
inflamatorio, e na funcéo da barreira intestinal, devido a suas atividades metabdlicas
além de apresentarem um papel importante no desenvolvimento do epitélio intestinal,
no aumento da densidade dos capilares, vilosidades do intestino delgado que por sua
vez, influenciam na fisiologia e na motilidade intestinal, resultando em uma maior
extracao energética da dieta (GOEL et al., 2014).

Nesse contexto, um estudo avaliou o papel da microbiota intestinal na regulacéo
da absorcdo de nutriente por meio das calorias ingeridas comparadas as calorias
eliminadas pelas fezes. Foi identificado a perda de energia nas fezes de individuos
magros e um aumento do filo Firmicutes. Em contrapartida houve uma absorcéo de
energia de 150 kcal e uma reducédo de Bacteroidetes em individuos obesos. O que
indica uma possivel funcdo da Ml na regulacdo da biodisponibilidade de nutrientes
(JUMPERTZ et al, 2011).

No entanto, sdo necessarios mais estudos para determinar se os filos
Bacteroidetes e Firmicutes causam beneficios ou agravos a salude do hospedeiro.
Consta-se até o0 momento, que néo existe um padrdo absoluto de distribuicdo de filos
da microbiota intestinal entre individuos obesos e magros. Assim, Duncan e

colaboradores (2008), observaram que individuos obesos e eutréficos apresentaram
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mesma proporcao dos dois filos, enquanto em outro estudo observou uma maior
proporcao de Bacteroidetes em relacdo aos Firmicutes em obesos (MORAES 2014).

Ainda, em relacdo ao fenbmeno da obesidade e microbiota intestinal, Kobyliak
2016, observou uma maior absorcdo de acidos graxos e acumulo de triglicerideos nos
adipdcitos, ocasionado pela inibicdo do Fasting-Induced Adipose Factor (Fiaf) pela Ml,
e um aumento da acéo da lipoproteina lipase (LPL). Em pesquisas utilizando animais
Fiaf-suprimido, observaram que, quando alimentados com dieta ocidental, houve
maior ganho de peso corporal que os animais FIAF+/+ wild-type; apresentando assim,
uma maior adiposidade, e uma maior concentracdo de leptina e insulina. (BACKHED
et al., 2007; MOREIRA et al., 2012).

Outro importante mecanismo envolvido na regulagdo do metabolismo
energético celular, é o 5-monofosfato-adenosina proteina quinase (AMP-Q), uma
enzima ativada pela adenosina monofosfato (AMP). Quando essa € inibida, ativa
processos anabdlicos e bloqueia catabdlicos. Além disso ha evidéncias dessa enzima
estar relacionada na regulacdo do metabolismo de acidos graxos e da glicose. Fato
esse observado por Kola e colaboradores (2008), em um estudo feito com
camundongos germ-free, os quais receberam dieta hipercalorica, e conservaram o
peso, devido a elevacao da atividade da AMP-Q no figado e musculo esquelético e a
maior oxidacao de acidos graxos, melhorando a sensibilidade a insulina. Dessa forma,
demonstra-se que a presenca da microbiota inibi a AMP-Q por suspender a oxidagao
de &cidos graxos muscular, e dessa maneira, favorece a adiposidade corporal e a
geracao de resisténcia a insulina (DEVARAJ et al., 2013).

Apesar de haver evidéncias da participacdo da microbiota intestinal no
acometimento da obesidade, ainda assim, ndo estd bem esclarecido os mecanismos
e as formas pelas quais ocorrem tais fatores. Ocasionando, dessa forma, discusséo
guanto as alteracdes da composicdo da microbiota se sdo fatores causais de
obesidade ou resultado dela (BINNS et al.; 2014). Dessa forma, para um maior
esclarecimento, se faz necessario a utilizacdo de técnicas metagendmicas, tanto para

obter resultados apresentados até o momento, quanto para novas pesquisas.

2.9 ESTUDO METAGENOMICO

As analises metagendmicas, séo feitas de forma mais rapida, por ser uma

técnica de alta especificidade e de alto rendimento, quando comparada as
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metodologias convencionais, principalmente quanto a identificacéo e quantificacdo de
bactérias ndo cultiviveis (FURRIE et al., 2006), além de apresentar beneficios no
manuseio das amostras, que podem ser congeladas e o DNA extraido é facilmente
transportado. A técnica se baseia na identificagdo de micro-organismos presente na
composicdo da microbiota de um ecossistema, sendo possivel esse reconhecimento,
através da analise do material genético presente a partir de amostras intestinais e
ambientais (solo e dgua) (NISTAL et al., 2015; MANDAL, SAHA e DAS, 2015).

Imensuraveis genes ou regides sdo utilizadas na identificacdo de bactérias. O
gene 16S rDNA é a menor subunidade ribossémica das células procariotas, além de
ser o principal marcador genético usado na ecologia de microrganismo. Dessa
maneira a utilizacao da biblioteca genémica 16S rDNA, é amplamente empregada na
caracterizacdo da microbiota intestinal humana (MIH), mesmo sendo uma técnica de
elevado valor. Essa ferramenta molecular, revela as diferencas significativas entre os
componentes da Ml além de, apresentar uma maior precisdo quanto a descri¢cdo dos
organismos mais abundantes, através do aumento significativo na deteccao de DNA
(SHEN et al., 2010; WALKER et al., 2011; FRANASIAK et al., 2015).

Outra importante ferramenta envolvida sédo as tecnologias de sequenciamento
de DNA de nova geracédo, que promove o sequenciamento do DNA em plataformas
capazes de gerar informacado sobre milhares de pares de base em uma Unica corrida
(plataforma 454 FLX da Roche, Solexa da lllumina, Solid system da Applied
Biosystems) (MACHADO et al., 2013). Dessa maneira é utilizado o sequenciamento
do gene 16S rDNA que é amplamente empregado na reconstrucdo filogenética e
guantificacdo de diversidade bacteriana, devido a apresentar uma regido conservada
e significantemente pequena (~1,5kb). Esse sequenciamento de DNA é feito a partir
das analises metagendmicas, onde o DNA é extraido de toda a comunidade e
subunidade do gene 16 rDNA que é amplificado por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), porém essa amplificagdo sé ocorre a partir de iniciadores universais.
Tendo como resultado milhares de amplicons que posteriormente sdo sequenciados
e analisados em programa de bioinformatica para criar perfis de riqueza, composicao
e estrutura da comunidade bacteriana. (FRANZEN et al., 2015; MANDAL, SAHA e
DAS, 2015).

Portanto, a utilizacdo da técnica metagendmica aliada com o ensaio
experimental é fundamental para produzir maiores informacdes quanto a diversidade

e abundancia de comunidade bacterianas, além identificar micro-organismos aptos
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em fornecer compostos bioativos. Ja em relacdo ao uso de animais é imprescindivel
destacar a importancia deste no combate ou prevencdo da obesidade e outras
doencas cronica néo transmissiveis (DCNT), dada a semelhanca metabdlica com os
seres humanos. Sendo assim, o objetivo desta pesquisa, é observar 0s possiveis
efeitos da dieta enriquecida com 4% de polpa liofilizada da bocaiuva sobre as
alteracdes da microbiota intestinal de camundongos Swiss induzidos a obesidade por

dieta hiperlipidica.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil da comunidade bacteriana intestinal de camundongos
machos da linhagem Swiss, induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica e tratados

durante 90 dias com dieta adicionada de 4% de polpa de bocaiuva liofilizada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair DNA metagendmico das fezes dos 6 grupos: CS (Controle Sham), CHF
(Controle high fat), CHFP4 (Controle high fat polpa 4%) no tempo inicial. FS (Final
Sham) FHF (Final high fat) e FHFP4 (Final high fat polpa 4%).

- Sequenciar o gene 16S rDNA das bactérias presentes nas fezes dos 6 grupos
experimentais;

- Caracterizar a composi¢cdo e estrutura da comunidade bacteriana, por meio da
analise de bioinformética.

- Por meio da andlise de bioinformatica, sera estimado a diversidade taxénomica a
partir da utilizacéo dos indices de diversidade de riqueza em amostras de fezes para
avaliacao de sua microbiota intestinal;

- Avaliar se a comunidade bacteriana é influenciada pela adicdo de 4% de polpa
liofilizada de bocaiuva a dieta hiperlipica, serd avaliado em comparacdo com o0s

resultados da bioinformatica em relagéo ao grupo inicial e final.
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4. METODOLOGIA

No presente estudo ha colaboracéo entre duas Instituicbes de Ensino Superior
de Mato Grosso do Sul (MS), sendo a Universidade Catolica Dom Bosco UCDB) e a
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) PROPP/UFMS n®774/2016.

4.1 OBTENCAO DOS ANIMAIS

Os animais utilizados foram camundongos da linhagem Mus musculus Swiss
machos, com 56 dias de vida e peso entre 25 — 35 gramas, fornecidos pelo Biotério
Central da UFMS.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, e mantidos sob condicdes de
ciclo de luz controlado claro-escuro (12/12h) e temperatura de 24 + 1 °C. O consumo
de &gua e dieta ocorreu sob sistema de livre acesso, ad libitum, e a administracéo da
polpa liofilizada foi adicionada a racéo high fat. Os grupos foram divididos da seguinte

forma (Figura 5)

CS CHF CHFP4
n=3 n=3 n=3

TEMPO INICIAL
¥ 7 DIAS

CAMUNDONGOS SWisS ADULTOS

(n=9)
TEMPO FINAL
! 90 dias
FS FHF FHFP4
n=3 n=3 n=3

Figura 5: Diagrama da divisdo dos grupos.
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As fezes foram coletadas 7 dias ap0s o inicio e na véspera do término do
experimento (3 meses, totalizando 90 dias). Ao final do experimento, todos animais
foram submetidos a eutanasia, utilizando anestésico inalatérico, isoflurano, seguido
de exanguinacdo, minimizando dor e sofrimento, de acordo com 0s principios bioéticos
(CONCEA). Os animais foram descartados em locais adequados sob orientacéo de

técnicos especializados do Biotério Central da UFMS.

4.2 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA E SECAGEM POR LIOFILIZACAO

Os frutos de bocaiuva (Acrocomia sp.) foram obtidos maduros no municipio de
Aquidauana, no Estado de Mato Grosso do Sul. As exsicatas foram depositadas no
Herbério da Universidade Federal de Mato Groso do Sul sob numero 54.032. Os frutos
foram selecionados, higienizados, pesados e posteriormente despolpados. Para
propiciar um maior rendimento do fruto a extracdo da polpa foi realizada através de
uma despolpadora mecanica, com hélices em facas, utilizada para a despolpa de
frutos como coco, o equipamento foi disponibilizado pelo Instituto de Fisica (INFI) da
UFMS. A polpa foi armazenada até o momento da liofilizacdo em freezer a -20°C. Para
garantir que os constituintes do fruto estejam presentes para avaliar sua acgéo
mediando a obesidade, a polpa foi liofilizada, utilizando-se liofilizador industrial
LHO0601-B, Terrroni (CHIU et al., 1970; LENQUISTE et al., 2015). E posteriormente
armazenadas em embalagens metalizadas, fechadas a vacuo e mantidas em freezer
a -20° para garantir a integridade ao realizar as analises da amostra e o preparo das

racoes.

4.3 DIETA

As dietas utilizadas para alimentar os animais foram elaboradas pela empresa
Pragsolugdes Servicos e Comércio Ltda-ME em JAU/SP, segundo protocolo de
Reeves, Nielsen e Fahey (1993) da dieta AIN-93M de manutencéo isocaldrica para o
grupo controle (CS); a dieta high fat (hiperlipidica) foi elaborada segundo o protocolo
de Pimentel et al., 2013, acrescida de 1,25% colesterol, que compds 0s grupos: high
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fat (CHF) e high fat Polpa 4% (CHFP4) (Tabela 2). Estas dietas foram oferecidas aos
animais diariamente, em quantidade suficiente para garantir o consumo ad libitum.
Os teores de vitaminas, sais minerais, fiboras e demais nutrientes foram

equilibrados segundo as recomendacodes da AIN-93M (Tabela 3) para ratos (REEVES
et al., 1993).

Tabela 3:Composicéo das dietas experimentais formuladas (g/kg) de acordo com a
AIN93-M, pela UTASP da UFMS, 2016.

Ingredientes Dieta Controle Dieta High fat Dieta Intervengao
(Kg) (Kg) 4% (kg)
Amido de Milho 465,69 116 96
Maltodextrina 155 132 132
Caseina 140 200 198,3
_Sacarose 100 100 100
Oleo de Soja 40 40 30,6
Celulose 50 50 41,9
Mix Mineral 35 35 35
Mix Vitaminico 10 10 10
L- Cistina 1,8 3 3
Birtartarado de 2,5 25 25
Colina
Terc-Butil 0,008 0,008 0,008
Hidroquinona
Banha 0 312 312
Colesteroal 0 1,25 1,25
Polpa Liofilizada 0 0 40
4%

Fonte: dados da pesquisa.

4.4 AMOSTRAS FECAIS

Em um microcubo eppendorf, com auxilio de uma espétula estéril individual,
foram coletadas as fezes no inicio do experimento (7 dias) e um dia antes da eutanasia
(90 dias). Os microtubos foram identificados por namero do animal e grupo
correspondente, mantidos sob refrigeracdo sendo posteriormente transferidos para o
Laboratério S-lnova da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), onde foram

conservadas em ultra freezer a -80 °C até o momento da analise.

4.5 ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL
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Segue abaixo etapas do delineamento experimental que foram realizadas no

presente estudo até o momento (Figura 6).

ANALISE DE DNA
AMOSTRAS FECAIS EXTRACAO DE DNA POR ELETROFORESE
EM GEL DE AGAROSE

QUANTIFICACAO DE
DNA

SEQUENCIAMENTO
DO GENE 16S rDNA

ANALISE DOS DADOS

Figura 6: Esquema do processamento de amostra fecal.

4.6 EXTRACAO DE DNA

Para a obtencdo do DNA metagendmico foi pesado 0,250 g de material fecal de cada
grupo, as andlises foram avaliadas em triplicata, para garantir um resultado mais
fidedigno. Ao total, foram extraido DNA de 18 amostras através do Kit de extracédo de
DNA, Qiagen QlAamp® Fast DNA Stool Mini kit, com alteracdes nas instrucbes do
fabricante, incluindo:

1) pesar 0,2509g de fezes tubo de microcentrifuga de 2 ml

2) foi necessario deixar as amostras em temperatura ambiente de um dia para o outro,
para que houvesse o descongelamento em temperatura ambiente, com a finalidade
de facilitar na homogeneizacao das fezes,

3) adicionar 1000 ul de Inhibitex buffer, vértex por 6 min e colocar no banho maria de
75° C por 5 min.

4) Retirar do banho maria e vértex por mais 5 min.

5) Banho maria 75°C por mais 5 min.

6) Vortex por mais 5 min.
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7) centrifugar por 1 min (sem adicao de reagentes).
8) banho maria de 75°C por 10 min
9) 2 para 1 de sobrenadante e alcool respectivamente, ou seja; colocar 200 ul de
sobrenadante na coluna e em seguida 100 ul de etanol, fazer essa proporcao até o
fim do sobrenadante, e vortex de 2 min.

Essas alteracOes foram necessaérias, devido a alta concentracdo de lipideos

presente nas fezes em analises.

4.7 ANALISE DE DNA POR ELETROSFORESE EM GEL DE AGAROSE

As analises foram feitas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v), e tampéao
TBE 1X [Tris 89 mM, Acido Bérico 89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3], a 80V. A
eletroforese foi realizada com uma aliquota de 8 uL de DNA adicionada de 2 uL de
tampéao de carregamento [0,025% (p/v) de azul de bromofenol e 50% de xileno cianol
v/v]. O marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder foram utilizados para estimativa do
tamanho dos amplicons. Posteriormente, o gel foi colocado em solucdo de brometo
de etidio (0,5 pg/mL) por 5 minutos e agua destilada para descorar durante 15 minutos,
sendo a visualizacdo do DNA possivel sob luz UV e a imagem documentada em um
aparelho fotodocumentador (Bio Rad - Gel Doc 1000), através do “software” Quantity
OneR (Bio RadTM, Hercules, CA, USA), resultando em bandas com perfil de DNA

metagendmico.

4.8 Sequenciamento do gene 16S rDNA

Para o processo de sequenciamento, foram utilizadas as amostras de DNA, as
quais formaram um pool com a juncado das 3 réplicas biolégicas de cada amostra.
Deste modo, as analises do sequenciamento do presente estudo, foram analisadas
em triplicata, sendo os grupos no tempo inicial (7 dias): CS, CHF, e CHFP4, e no
tempo final apos 90 dias (FS, FHF e FHFP4) que foram enviadas para empresa
GenOne Solugdes em Biotecnologia para o sequenciamento em larga escala de DNA.
Dito isso, a amplificagao, assim como o sequenciamento das regides V3-V4 do gene
16S rDNA foi realizada pela plataforma lllumina HiSeq

(http://lwww.genone.com.br/genomica/).
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4.9 Andlise dos dados do gene 16S rDNA

A analise dos dados subsequentes foi processada usando o programa QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). O QIIME é um programa livre baseado
em scripts Phyton que permitem a classificacdo das sequéncias de 16S rDNA em
Unidades Taxon6micas Operacionais (OTUS) e, usando-as como base para construir
arvores filogenéticas, plotar graficos taxondémicos, construir redes de interacao,
calcular medidas de alfa e beta diversidade, entre outros (CAPORASO et al., 2010).

Dessa maneira, as OTUs foram definidas por agrupamento a 97%, utilizando
como referéncia o banco de dados de OTUs mais recente do Greengenes com 0
meétodo Uclust (EDGAR, 2010).

A estrutura geral da comunidade bacteriana de filo e género foram analisados
utilizando grafico de abundéncia relativa. Por sua vez, a alfa diversidade foi analisada
por meio de curva de rarefacdo e observacao de OTUs. A andlise de beta diversidade
foi mensurada pela matriz de distancia ndo ponderadas UniFrac (PCoA), sendo esta
utilizada para demonstrar similaridade ou dissimilaridade entre as amostras
analisadas (FUKUYAMA et al., 2015).

Os testes estatisticos sobre as diferencas taxondmicas entre as amostras foram
calculados por meio do software STAMP utilizando o Teste exato de Fisher com
multipla correcdo de Bonferroni (P < 0,01) (cobertura nominal de 95%) (PARKS etal.,
2010).

No momento do estudo de bioinformética houve modificacdo das siglas dos
grupos experimentais, conforme a seguir.

Tempo Inicial: SH para CS; HP4 para CHFP4; CHF mantido CHF

Tempo Final: SH para FS; HP4 para FHFP4 e CHF para FHF.

5. RESULTADOS

5.1 EXTRACAO DE DNA
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O resultado da extracdo direta de DNA foi avaliado por gel de agarose 0,8%,
(Figura 7). Como previsto, foi possivel observar a presenca de DNA metagendmico

nas amostras de fezes dos camundongos, como foi evidenciado na Figura 7.

+
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Figura 7: Extracdo de DNA fecal das 18 amostras demonstrada por Eletroforese em
gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. 1Kb plus DNA Ladder, CHF8/
CHF9/ CHF10: Amostras do grupo controle high Fat, tempo 0: CS2/ CS3/ CS4.
Amostras do grupo controle SHAM, tempo 0: CHFP4- 3/ CHFP4-4/ CHFPA4-5:
Amostras do grupo controle com 4% de Polpa liofilizada, tempo 0. FHF8/ FHF9/
FHF10: Amostra do grupo high Fat, tempo final: FS2/ FS3/ FS4: Amostras do grupo
SHAM, tempo final: FHFP4-3/ FHFP4-4/ FHFP4-5: Amostras do grupo com 4% de
Polpa liofilizada, tempo final.

5.2 QUANTIFICACAO DE DNA

Além da avaliacdo por meio da visualizacdo em gel de agarose, foi realizado a
quantificacdo das amostras pelo método Qubit® 3.0 (Life Tecnologies) como
demonstrado na Tabela 4. As amostras extraidas de DNA tiveram variacao entre a
11,2 a 130 ug/pL.
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Tabela 4. Concentracdo das  amostras em ng/uL, quantificadas via Qubit® (Life
tecnologies).

Grupos Tempo inicial Tempo final
experimentais (ng/UL) (ng/UL)
CHF 8 38.6 51.6
CHF 9 96.6 57.4
CHF 10 20.2 16.3
SH 2 110.0 35.0
SH 3 116.0 25.4
SH 4 92.0 57.6
HP4 3 41.4 11.2
HP4 4 61.6 120.0
HP4 5 130.0 69.8

Fonte: Dados da Pesquisa.

Conforme o resultado obtido por meio da quantificacdo as 18 amostras
apresentam-se aptas para o sequenciamento em larga escala de DNA, sendo a
empresa GenOne Solug¢des em biotecnologia responséavel por tal sequenciamento. O
processo ocorre através da amplificacdo, e o sequenciamento das regides V3-V4 do
16S rDNA que serd realizada pela plataforma lllumina HiSeq

(http://www.genone.com.br/genomica/). Essa técnica é amplamente utilizada para

caracterizar a comunidade bacteriana intestinal, revelar as diferengas significativas
entre os componentes da mesma, além de apresentar uma maior precisdo quanto a
descricdo dos organismos mais abundantes, através do aumento significativo na
deteccdo de DNA (SHEN et al., 2010).

5.3 ANALISE DOS DADOS

Ao analisar os filos bacterianos, o filo Firmicutes apresentou maior abundancia
relativa nos grupos CHF, FHF, FHFP4, CHFP4 e FS. Enquanto, no grupo CS, nao foi
observado tal analise, sendo a maior abundancia de Bacterioidetes. (Figura 8). A
maior abundancia foi observada em sequéncia dos filos Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Deferribacteres e Cyanobacteria. Ja os filos Proteobacteria e

Actinobacteria notavelmente, foram mais abundantes nos grupos CS e FS quando


http://www.genone.com.br/genomica/)
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comparado aos demais grupos analisados. Observou-se ainda, que o grupo FHF
apresentou abundancia consideravel do filo Deferribacteria, contudo o grupo CHF

demonstrou declinio na abundancia relativa do filo Actinobacteria.

I O

EEm Actinobacteria
CHF FHF

B Cyanobacteria
B Deferribacteres
Firmicutes

Fusobacteria

B Nitrospirae

BN Proteobacteria

B Spirochaetes

B Synergistetes
™7

B Tenericutes
Verrucomicrobia

I Bacteroidetes
FHFP4 CHFP4 CsS FS

Figura 8: Abundéncia relativa dos filos bacterianos associados ao consumo da polpa
liofilizada de bocaiuva. As sequéncias dos genes do 16S rRNA foram classificadas
pelo RDP a 80% pelo QIIME. CS: controle sham, FS: sham final, CHF: controle high
fat, FHF: high fat final, CHFP4: high fat polpa 4% controle, FHFP4: high fat polpa 4%
final.

Ao analisar as sequéncias de DNA, depara-se com a associacao entre a e (-
diversidade da comunidade bacteriana. Sendo a o estudo da diversidade em cada
individuo, e a B a diversidade de bactéria especifica entre individuos. Em relagéo a
riqueza/abundancia estimada pelo indice de OTUs observados, a curva de rarefacédo
demonstrou que houve diminuigédo da riqueza de OTUs observados para o grupo FHF,
onde o grupo CHFP4 detectada possui maior riqueza de OTUs dentre os demais

grupos analisados (CS, FS, CHF, FHF e FHFP4) (Figura 9).

Gemmatimonadetes
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Figura 9: Curva de rarefagdo, estimado por OTUs observados das sequéncias do
gene rRNA das fezes de camundongos Mus musculus domesticus, com um ponto de
corte de 3%, calculada a partir de valores minimos de sequéncia para comunidade de
bactérias. CS: controle sham, FS: sham final, CHF: controle higth fat, FHF: higth fat
final, CHFP4: higth fat polpa 4% controle, FHFP4: higth fat polpa 4% final.

A analise de B-diversidade, analisada por meio da distancia ndo ponderada, foi
demonstrado em gréafico PCoA (Figura 10). Por meio da andlise foi possivel observar
gue os grupos FHF e FS obtiveram similaridade entre suas comunidades bacterianas,
que também foi possivel ser observado nos grupos (CHF, CS E CHFP4). Por outro
lado, a dieta do grupo FHFP4 induziu uma diferenca notéria na composicdo da
comunidade bacteriana em comparacdo com as dietas dos demais grupos (CS, FS,
CHF, FHF e CHFP4), indicando que o consumo da dieta high fat com adic&o de polpa
4% influenciou a comunidade de bactérias intestinais quando comparado aos demais

grupos em analise.
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Figura 10: Analise de Coordenadas Principais (PCoA) das sequéncias do gene do
16S rRNA das amostras de fezes do Mus musculus domesticus. Essa analise foi
baseada no agrupamento das matrizes de similaridade Pearson. CS: controle sham,
FS: sham final, CHF: controle high fat, FHF: high fat final, CHFP4: high fat polpa 4%
controle, FHFP4: high fat polpa 4% final.

Na analise Box plot que demonstra a distribuicdo da proporcéo relativa de
abundancia referente a filos bacterianos, foi possivel observar que no grupo FHF
houve uma maior proporcao do filo Deferribacteres quando comparado com os demais
grupos (Figura 11, A). Enquanto ao filo TM7 apresentou maior abundéancia no grupo
CHF (Figura 11, B). O filo Proteobacteria apresentou maior proporcédo no grupo CS
(Figura 11, C). E por fim, o filo Firmicutes foi mais abundante no grupo CHF (Figura
11, D).
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Figura 11: Box plot demonstrando a distribuicdo de proporcao relativa de abundancia
referente a filos bacterianos. (A): Deferribacteres b): TM7 (c): Proteobacteria (d):
Firmicutes. O valor mediano € mostrado como uma linha dentro da caixa e o valor
médio como uma estrela. CS: controle sham, FS: sham final, CHF: controle high fat,
FHF: high fat final, CHFP4: high fat polpa 4% controle, FHFP4: high fat polpa 4% final.
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Quando se tratando da analise de Box plot que demonstra a proporcéo relativa
referente a género, foi possivel avaliar que o género Blautia foi mais abundante no
grupo CS, em comparacdo aos demais grupos (CHF, CHFP4, FHF, FHFP4 e FS)
(Figura 12, A). Ja em relacdo ao género Lactobacillus, abundancia relativa foi maior
no grupo FHFP4 (Figura 12, B).

CHFP2 cs FHF FHFP4 FS - CHF OHFP4 S FHF FHFPS

Figura 12: Box plot demonstrando a distribuicdo de proporcao relativa de abundéancia
referente a géneros bacterianos. (A): Blautia (B): Lactobacillus. O valor mediano é
mostrado como uma linha dentro da caixa e o valor médio como uma estrela. CS:
controle sham, FS: sham final, CHF: controle high fat, FHF: high fat final, CHFP4: high
fat polpa 4% controle, FHFP4: high fat polpa 4% final.

Dando seguimento as analises dos resultados desta pesquisa, foi possivel
detectar diferencas significativas (p- value 4.43 -3-0,011) entre os géneros bacterianos
demonstrado na Figura 13. Foi notado uma maior abundancia relativa no género
Adleucreutizia, na comparacgao dos tratamentos FHFP4 vs CHFP4, FHF vs FHFP4 e
CHF vs FHF (Figura 13 a b, c), respectivamente. Por outro lado, o genéro Blautia
exibiu abundancia relativa menor na comparacéao entre FHFP4 vs CHFP4 (Figura 13

a).
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Em contrapartida, menores abundancias relativas foram exibidas pelos géneros
Aggregatibacter, Erwinia, Coproccocus, Christensenella na comparacdo entre os
grupos FHFP4 vs CHFP4 (Figura 13 a). Com relacdo ao género Lactobacillus
observou-se maior proporcdo em FHFP4 vs CHFP4 e menor em CHF vs FHF (Figura
13 ac). O genéro Oscillospira apresentou maior abundancia na comparacao entre 0os
grupos FHF vs FH e menor na comparacao CHF vs FHF (Figura 13 b, c). J& o0 genéro
Ruminococcus apresentou maior propor¢do na comparacéo entre os grupos CHF vs
FHF (Figura 13 c). Em se tratando do Paenibacillus a abundancia foi menor
comparando-se CHF vs CHFP4 (Figura 13 d).
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Figura 13: Proporcéo relativa de abundancia referente a géneros bacterianos. O
grafico demonstra primeiramente a propor¢cdo média de sequéncias, a diferenca nas
propor¢des médias para cada par de amostras e por ultimo o p -value indicando se a
proporcado média é igual para um determinado par. CS: controle sham, FS: sham final,
CHF: controle high fat, FHF: high fat final, CHFP4: high fat polpa 4% controle, FHFP4:

high fat polpa 4% final.
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6. DISCUSSAO
6.1 EXTRACAO DE DNA

De acordo com os resultados do presente estudo, foi possivel observar que a
extracdo direta de DNA, avaliado por gel de agarose 0,8%, foi eficiente pois
demonstrou a presenca de DNA metagenémico nas amostras fecais. Essa técnica de
eletroforese, tem como base a migracdo de fragmentos de DNA para o poélo positivo
(&nodo), devido os acidos nucléicos apresentarem grupo fosfato que sao responsaveis
pela carga negativa. Contudo, é de extrema importancia aplicar a técnica de
quantificacdo para um resultado mais fidedigno. Utiliza-se o equipamento de
fluorimetro, QUBIT® 2.0, de alta sensibilidade, sendo 1uL suficiente para obter altos
niveis de precisdo (MANUAL DO USUARIO QUBIT 2010). Portanto, o resultado obtido
com a variacdo de 11,2 a 130 ug/UL demonstra que as amostras estao aptas para o
sequenciamento, devido a empresa terceirizada (GenOne) estipular um valor de 10
ug/UL como adequada para dar continuidade ao projeto.

6.2 MICROBIOTA INTESTINAL

Os modelos de camundongos sao amplamente utilizados no estudo de doencas
relacionadas ao trato gastrointestinal (TGI), devido a sua aparente semelhanca
metabdlica com os seres humanos (YANG, et al., 2015). Neste estudo foi aliado
modelo animal com o estudo metagendmico, no intuito de avaliar se a fibra alimentar
da polpa de Bocaiuva foi capaz de modular a microbiota intestinal de camundongos

Swiss.

Dessa maneira, ao analisar esses resultados metagénomicos, depara-se com
estudos de alfa e beta diversidade. Ao se tratar de alfa diversidade (Figura 8) foi
notorio observar que a microbiota dos camundongos teve predominancia dos filos
Firmicutes e Bacterioidetes, porém a abundancia de Firmicutes foi maior no grupo
CHF comparando ao CS. O mesmo resultado foi encontrado por LIU et al (2019),
mostrando que a dieta rica em gordura modificou a composicdo da microbiota

intestinal.

Ao comparar o grupo FS em relagédo ao CS, o filo de maior abundancia foi

Actinobacteria, demonstrando que apesar de terem a mesma composi¢ao alimentar
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(dieta AIN 93), o tempo de exposicdo a dieta foi determinante para modular a
microbiota intestinal. Este resultado é corroborado por MAKKI et al (2018), pois refere
gue os padrdes alimentares de longo prazo impulsionam alteracdes na populacéo
bacteriana. A idade também é um indicativo importante na alteracdo da microbiota
intestinal, conforme ANGELAKIS et al (2012), que observaram em individuos jovens
presenca de bactérias possivelmente benéficas enquanto que no grupo de idosos,
bactérias possivelmente maléficas. Sabe-se que muitos fatores interferem na
modulagdo da microbiota intestinal (ambientais, habitos alimentares, estado
psicolégico entre outros) (TOPPING et al., 2001).

O grupo FHF apresentou maior abundancia relativa do filo Deferribacteres
quando comparado ao grupo CHF. Este filo, de acordo com BILAK et al. 2009, esta
diretamente relacionado a disbiose intestinal. Por esse motivo, uma maior exposi¢cao
a dieta com alto teor de gordura, prejudicou a composicao da comunidade bacteriana.
Quando comparado os grupos FHF com FS, evidenciou-se a reducdo do filo
Actinobacteria no grupo FHF. Um achado semelhante foi encontrado no estudo de LIU
et al (2019) que demonstrou no grupo contendo alto teor de gordura uma reducéo
significativa na diversidade da microbiota quando comparado aos grupos que
receberam dieta com baixo teor de gordura. Portanto, a dieta gordurosa desequilibra

a diversidade da comunidade bacteriana (PEREZ et al., 2015).

A dieta rica em gordura é suficientemente capaz de induzir a obesidade, gerar
0 processo inflamatorio e promover a sindrome metabdlica (WHITE et al., 2012).
Assim como demonstrado por Faith et al (2013) que o processo inflamatério (Fator de
necrose tumoral, Interleucina-6, Adipocinas) esta diretamente ligado a uma

comunidade bacteriana desequilibrada.

Ao analisar o grupo FHFP4 foi observado uma reducgéo do filo Proteobacteria
quando comprado ao grupo CHFP4, demonstrando que a presenca da polpa de
Bocaiuva foi eficiente na melhora da composicdo da microbiota intestinal. Em
desacordo com o nosso resultado, Liu et al (2019), observou um aumento do filo
Proteobacteria na dieta gordurosa com adicédo de mirtilo, que também € um alimento
funcional. Sabe-se que maior abundancia de Proteobactéria no intestino esta
diretamente associado a um desequilibrio na homeostase intestinal (FILIPPO et al.,

2010). Em um estudo realizado com criancgas europeias que consumiram dieta rica
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em gordura e pobre em fibra, apresentaram uma maior concentracdo de
Proteobactéria quando comparado as criangcas que consumiram pouca gordura e alta
guantidade de fibra. Outro fator que eleva a concentracdo e ou proliferacdo de
Proteobacteria e prejudica o controle glicémico, € o consumo de adogantes e
emulsificantes artificiais ndo caloricos (CHASSAING et al., 2015). Dai a importancia
de utilizar alimentos funcionais como meio de modular a microbiota intestinal, uma
vez, que as bactérias possuem enzimas que sSao esséncias para desprender
nutrientes de compostos dietéticos complexos, tal como a fibra alimentar (MENG et
al., 2016).

Considerando o término do periodo experimental, ao comparar os grupos FHF e
FHFP4, observou-se que houve maior abundéancia de Deferribacteres, o que pode
acarretar em desequilibrio intestinal. De acordo com Yang et al (2015), a disbiose
também ocorre pelo fato do filo Deferribacteres produzir energia a partir da reducao
de ferro e manganés do hospedeiro. Ja no grupo FHFP4, foi observado uma menor
abundancia deste filo, demonstrando mais uma vez que a fibra presente na polpa da
Bocaiuva, modulou beneficamente a microbiota intestinal. Tal achado vai de encontro
com Brownawell et al (2012), que demonstrou que a fibra sollvel devido a sua
caracteristica quimica, apresenta uma maior fermentabilidade, diminuicdo do pH,
reducdo do crescimento de patdgenos e bactérias putrefativa, beneficiando assim o
hospedeiro.

No que tange a quantidade de OTUs em cada grupo (Figura 9), o grupo CHFP4
revelou uma maior riqueza (500.000) de OTUs, quando comparado aos demais
grupos, devido ao acréscimo de polpa de bocaiuva. Acredita-se que este resultado
tenha ocorrido devido ao menor tempo de exposicdo a dieta gordurosa, uma vez que,
no tempo inicial, os grupos ficaram expostos as diferentes dietas por um breve periodo
de tempo. Ainda assim, € importante ressaltar, que o grupo FHFP4 teve maior tempo
de exposicao a dieta gordurosa em relagéo ao grupo CHFP4, ressaltando que 4% de
polpa de bocaiuva foi determinante para modular beneficamente a comunidade
bacteriana, ja que o grupo FHFP4 ficou relativamente bem proximo dos grupos CS e
FS. Demonstrando que mesmo a dieta sendo rica em gordura a polpa manteve a
quantidade de OTUs, semelhantes aos grupos CS, FS que receberam dieta AIN-93 e
CHF que recebeu dieta gordurosa, porém no tempo inicial. Reforcando mais uma vez,

gue a fibra alimentar, presente na polpa de bocaiuva, manteve o grupo FHFP4
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semelhante aos niumeros de OTUs mesmo com dieta gordurosa. Os resultados de
MAKKI et al (2018) corroboram com 0 n0sso, uma vez que constataram que dieta rica
em fibras contribuiu para a manutencao da microbiota intestinal saudavel.

Ao analisar a - diversidade, PCoA (Analise de Coordenada Principal), foi notério
observar que os grupos FHF e FS demonstraram similaridade entre si. Um resultado
nao esperado, uma vez que a composicdo dietética recebida pelos grupos foi
diferente. Porém, como anteriormente ja mencionado, a manutencdo da dieta por um
longo periodo de tempo foi um fator decisivo no desequilibrio da comunidade
bacteriana. E possivel que o grupo FS tenha permanecido semelhante ao grupo FHF
no final do experimento, por causa do excesso de carboidratos na dieta AIN 93
(SANTOS et al., 2015). Entretanto o grupo CHFP4 apresentou similaridade de OTUs
em relacdo ao grupo CHF e CS, uma vez que ambos estdo no tempo inicial. Apesar
das diferentes composi¢fes dietéticas, possivelmente o tempo tenha sido insuficiente
para ndo causar diferenca entre os grupos. O FHFP4 foi o Unico grupo que
permaneceu semelhante em nimero de OTUS.

Sabe-se que o mecanismo de barreira fisica, resposta imune e exclusdo de
metabdlitos sdo as principais funcdes do epitélio gastrintestinal. Estas fun¢des sao
influenciadas através de uma relacdo complexa entre a microbiota intestinal e o
hospedeiro, portanto a compreensdo da variabilidade da comunidade bacteriana
intestinal € de suma importancia para entender as doencas (BRETON et al., 2013).

Ainda na (- diversidade, foi feito um estudo onde demonstrou que os filos
Deferribacteres, TM7, Proteobacteria e Firmicutes, apresentaram maior abundancia
relativa entre os grupos (FHF, CHF, CS e CHF) respectivamente. Em contrapartida a
este estudo, o autor LIU et al (2019), demonstrou que ao comparar a comunidade
bacteriana entre diferentes dietas, com ratos alimentados com dieta de baixo teor de
gordura (low-fat), as alteragbes da microbiota induzidas por dieta de alto teor de
gordura (high fat) foram representadas por Firmicutes e Proteobactéria em maior
guantidade.

Ainda no presente estudo, foram observadas varia¢cdes importantes em nivel de
género, sugerindo que 4% de polpa de bocaiuva foi relevante na modulacdo da
microbiota intestinal. Neste contexto, a administracdo da dieta high fat acrescida de
4% de polpa no tempo final (FHFP4), induziu o aumento da populacéo de Lactobacillus
(Figura 12, B). Esse género é considerado um componente subdominante da

microbiota intestinal, pois ndo estimula o sistema imunoldgico e ndo causa reacoes
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patogénicas (O'CALLAGHAN J et al., 2013). O género Lactobacillus ainda mantém a
funcdo da barreira nas células epiteliais intestinais (KIRPICH et al., 2016).
Ja o género Blautia apresentou maior abundancia relativa no grupo CS em
relacdo aos demais grupos. O papel desse género na microbiota intestinal ainda é
obscuro, porém sabe-se até o momento, que é uma bactéria estritamente anaerobica
e gram positiva (SHIN et al., 2018), além de utilizar carboidratos como substrato
fermentdveis e produzir lactato e acetato como o0s principais produtos finais da
fermentacdo (PARK et al., 2013). Em um estudo realizado em criancas diabéticas
houve reducgéo de Blautia (MURRI et al., 2013). O mesmo resultado foi encontrado
por CHEN et al (2012) com individuos acometidos de cancer colorretal. Por essas
razdes, € possivel que este género pode desempenhar fungdes importantes na saude.

Os géneros Oscillospira, Ruminococcus e Paenibacillusforam significantemente

mais abundantes, em relacdo aos demais géneros presentes nos diferentes grupos.
O género Ruminococcus foi mais abundante no grupo CHF, sendo associado a uma
microbiota intestinal disbidtica, por estar relacionado ao estresse oxidativo em
pacientes com doenca inflamatéria intestinal (HALL et al., 2017). Em contrapartida o
estudo de Crost et al (2013), demonstrou que o género Ruminococcus é abundante
no intestino grosso humano (10-40%), e estdo correlacionados com a degradacéo de
fibra vegetal no limen por serem microrganismos celuloliticos.

Ja os achados de Tims et al (2013) e Konikoff et al (2016) sobre Oscillospira,
mostram associacdo positiva ao estado de magreza e saude. Acredita-se que o
género Oscillospira esta envolvido na producédo de energia derivada de dieta rica em
glicoproteinas animal, além da producao de butirato derivado de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). No entanto, esse género foi identificado com maior abundancia,
no grupo que recebeu dieta gordurosa (FHF) no nosso estudo.

E por fim, o género Paenibacillus foi mais abundante no grupo CHFP4. Vale
ressaltar que em estudo realizado com criancas africanas saudaveis, Paenibacillus,
gue consiste em bacilos méveis Gram-variaveis, formadores de esporos e fixadoras
de nitrogénio, ndo apresentou efeito patogénico (ZHANGA et al., 2019).

Assim sendo, a microbiota intestinal por representar uma inovacéo preventiva e
terapéutica de varias doencas, especialmente cardiometabdlica, inflamatorias e
canceres, € de fundamental importancia compreender o impacto das intervencdes

dietéticas na homeostase intestinal.
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Portanto, a abordagem de técnicas moleculares que caracterizou as
comunidades bacterianas intestinais, foi possivel demonstrar que um alimento
funcional (4% de polpa de bocaiuva), mesmo diante de uma dieta high fat, foi capaz

de modular a microbiota intestinal.
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