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O avanco da industrializacdo e o aumento do consumo de alimentos ricos em agucar e gordura, junto
com um baixo consumo de fibras, tém destacado a importancia da saude intestinall. A microbiota,
composta por trilhes de microrganismos no sistema digestivo, é crucial para a hossa salde. As fibras
promovem o crescimento de bactérias benéficas no intestino, resultando na producédo de &cidos graxos
de cadeia curta (AGCCs) como o butirato (SBt), que possui propriedades anti-inflamatdérias e fortalece a
imunidade 1. O SBt é eficaz na reducédo da inflamac&o cronica, que pode causar problemas de saude
como MASH, diabetes e obesidade. Este projeto investiga como a adigdo desses compostos a uma dieta
rica em acglcares e gorduras pode combater a inflamacao.

Metodologia:

A encapsulacao de Butirato em HEC pelo método de gelificacao idnica. Essa etapa foi realizada
em parceria com o grupo de pesquisa Nanomateriais & Nanotoxicologia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia da UNIFESP, coordenado pela Profa. Dra. Dayane Batista Tada.

Preparacéo Das Dietas

A dieta utilizada como base para as intervencdes alimentares no experimento € conhecida como
"dieta de cafeteria" ou "dieta ultraprocessada", a qual replica os padrdes alimentares frequentemente
observados na sociedade humana, especialmente em paises ocidentais. Esta dieta consiste em uma
selecdo de alimentos ricos em gordura, carboidratos e baixa quantidade de fibras presentes nos habitos
alimentares. No contexto deste estudo, a composicéo especifica da dieta de cafeteria foi estabelecida
na seguinte proporgao:

Alimento Porcentagem
Racgéo Nuvilab 37,5%
Bolacha Maisena 12,5%
Amendoim Torrado 25%
Chocolate ao Leite em barra 25%
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Tot Totalizando cerca de 3,8 Cal/g em oposicéo a aproximadamente 1,8 Cal/g da dieta de racéo
padrdo. Os alimentos foram triturados com o auxilio de um processador de alimentos (Walita Ri3155)
(Figura 1).

Figura 1. Processamentos da dieta

A insercdo dos compostos associados a dieta de cafeteria seguiu as propor¢des indicadas:
o Dieta de Cafeteria + HEC: adicdo de 5g de hec a cada 100g de dieta;
« Dieta de Cafeteria + Butirato com HEC: adi¢do de 5g de butirato com hec a cada 100g
de dieta;
« Dieta de Cafeteria + Fibra: adicdo de 6g de fibra a cada 100g de dieta.

Tratamento dos animais

Camundongos C57BL/6 foram divididos em 6 grupos (n=5): grupo A (controle) recebeu dieta
padréo (DP); grupo B foi tratado com dieta de cafeteria (DC) suplementada com biopolimero sem SBt;
grupo C (BUTHEC) foi tratado com DC suplementado com SBt (8g/kg/animal); grupo D (FIBRA) foi
tratado com DC suplementado com fibra (9,6g/kg/animal). Os animais foram pesados semanalmente e
a glicemia determinada por glicosimetro através de amostras de sangue coletadas da cauda. Apos 60
dias de tratamento, os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com Tiopental S6dico (40
mg/kg) até a perda dos reflexos podal e corneano. Apés a perda dos reflexos, foram coletados figado,
tecido adiposo marrom, intestinos delgado e grosso, fezes e sangue total. ApGs a extracao dos tecidos,

os animais foram sacrificados com uma overdose de anestésico.( CEUA do protocolo 6323-1/2023)
q.PCR

O RNA total foi obtido do ileo de ambos os grupos de camundongos usando o RNeasy Mini Kit
da Qiagen conforme descrito no protocolo do fabricante (Qiagen Inc, CA, EUA). Para amostras de tecido,
0 cDNA da primeira fita foi sintetizado usando o kit de transcricao reversa de cDNA de alta capacidade
conforme descrito no protocolo do fabricante (Applied Biosystem, CA, EUA). Foram analisados os niveis
de expresséo relativa dos genes: Alpi, Ffar2, Ffar3, Glut2 e Tjpl. A expressédo de Gapdh e beta Actina
foram utilizadas como controle endégeno e amostras de camundongos controle foram usadas como

calibradores.

Resultados
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Ganho de peso e consumo da dieta

Os animais foram avaliados quanto ao consumo e ganho de peso semanalmente durante 12
semanas. O grupo CTL nao foi possivel avaliar consumo. O consumo foi avaliado de forma indireta,
calculando-se o delta da massa da racdo a cada +3 dias (Massa da racao final (g) — Massa da Racéo
inicial (g)) e o valor dividido pelo nimero de animais ha caixa..

[Massa da ragdo final(g)- Massa da Ragdo inicial (g)]

n(animais na caixa)
dias

Consumo =

O grupo BUTHEC apresentou um maior consumo de dieta com relacdo aos demais grupos
(BUTHEC vs CF p=0,0038; BUTHEC vs FIBRA p = 0,00385). No entanto, o grupo BUTHEC teve um
menor ganho de peso em relagdo ao grupo FIBRA (p=0.0326) (Figura 2)
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Figura 2. Consumo e ganho de peso. A) Consumo da dieta por animal em g; B) Delta do ganho
de peso por animal; C) Curva do ganho de peso por animal por semana . Os dados sdo expressos como

média + desvio padrao comparacdes estatisticas one-way ANOVA.

gPCR
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Nossos resultados demonstram que a suplementac@o com fibra ou butirato induziu, no ileo, a
expressao dos genes Alpi, Ffa2 e Ffa3 quando comparado com o grupo CF (CF vs FIBRA: Alpi
p=0,03826; Ffa2 p=0,0017 e Ffa3 p=0,0086; CF vs BUTHEC: Alpi p=0,03826; Ffa2 p=0,0419 e Ffa3
p=0,0136). O butirato também induziu a expressédo dos genes Tjpl e Glut2 quando comparado com o
grupo CF (CF vs BUTHEC: Tjpl1 p=0,0329; Glut2 p=0,0299). No figado, a suplementac¢do com butirato
inibiu a expressao dos genes CD36 e Acadm quando comparado com o grupo CF e FIBRA.
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Figura 3. Alteragfes induzidas por Butirato e ou Fibras no mRNA de proteinas do células
epiteliais do ileo. (A) Alpi, (B) Ffa2r, (C) Ffa3r, (D) Glut-2, (E) Tjpl. Média + desvio padrao e comparacdes

estatisticas Kruskal-Wallis test (n=4-6 animais)
Discusséo

A suplementagcdo com butirato parece ter um efeito protetor em relacdo ao ganho de peso. Os
animais do grupo suplementado com butirato consumiram mais dieta, mas paradoxalmente, foram os
gue menos ganharam peso. Além disso, esses animais apresentaram um peso semelhante ao do grupo
controle. Este menor ganho de peso pode ser parcialmente explicado pela expressao de alguns genes.O
gene Alpi (Alkaline Phosphatase, Intestinal) codifica a fosfatase alcalina intestinal, uma metaloenzima
presente na borda em escova que hidrolisa o fosfato da frag&o lipidica A dos lipopolissacarideos (LPS),
componentes da membrana de bactérias gram-negativas. Dessa forma, reduz drasticamente a atividade
agonista do receptor Toll-like 4 2. A atividade aumentada dessa enzima pode reduzir a inflamacéo ao
neutralizar endotoxinas bacterianas, ajudando a manter a integridade da mucosa intestinal. A expressao
de Alpi é induzida tanto pelo butirato quanto pela fibra, sugerindo que ambas as suplementagcfes podem
ter um efeito anti-inflamatorio, embora isso ndo expliqgue o ganho de peso no grupo FIBRA. O gene Tjp2
(Tight Junction Protein 2) codifica a proteina ZO-2, essencial para as juncdes apertadas entre as células

epiteliais intestinais, ajudando a manter a barreira intestinal. A integridade dessas juncées é fundamental
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para prevenir a permeabilidade intestinal aumentada, que pode levar a translocacdo de patégenos e
moléculas pré-inflamatérias, resultando em inflamacéo?. A expressao de Tjp2 foi induzida somente pelo
butirato, indicando um efeito redutor na permeabilidade intestinal e, consequentemente, na inflamacéao.
O gene Ffa2 (Receptor de Acidos Graxos Livres 2) codifica o receptor de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) FFA2. A ativacao de FFA2 pode ter efeitos anti-inflamatérios, modulando a resposta imune e
promovendo a integridade da barreira intestinal. De maneira similar, o gene Ffa3 (Receptor de Acidos
Graxos Livres 3) também codifica um receptor de AGCC, principalmente propionato e butirato, e pode
influenciar a motilidade intestinal, a secre¢cdo de hormonios intestinais e a resposta inflamatoria,
contribuindo para a homeostase intestinal.4. Contudo, camundongos knockout intestinais especificos
para o gene Ffa3, alimentados com uma dieta ocidental, foram amplamente protegidos da obesidade,
exibindo niveis significativamente mais baixos de massa gorda, menor inflamagéo intestinal e expressao
alterada dos hormonios incretinas intestinais®. Nossos resultados demonstraram uma menor expressao
dos genes Ffa2r e Ffa3r nos grupos FIBRA e BUTHEC quando comparados ao grupo cafeteria,
sugerindo um efeito compensatorio para tentar captar mais AGCC dos intestinos, uma vez que a oferta
seria menor. O menor ganho de peso do grupo BUTHEC pode ser explicado pela diminuicdo da
expressao de Ffa3r, porém isso nao justifica o ganho de peso observado no grupo FIBRA. O gene Glut2
(Transportador de Glicose 2) codifica um transportador de glicose e outros monossacarideos, facilitando
o transporte de glicose do limen intestinal para o sangue. A disfuncdo nesse transporte pode afetar o
metabolismo energético das células intestinais e influenciar a resposta inflamatéria®. Embora a
expressao de Glut2 tenha sido induzida pelo butirato, serd necessaria uma analise histoldgica para
determinar se a localizacdo de Glut2 nas células epiteliais é apical ou basal. Se apical, Glut2 estaria
retirando glicose da luz intestinal; se basal, estaria retirando glicose da circulagéo, contribuindo para o
controle glicEmico. Em resumo, os camundongos alimentados com uma dieta de cafeteria suplementada
com butirato foram amplamente protegidos contra a obesidade, exibindo niveis significativamente mais
baixos de massa corpérea e uma expressao alterada de genes relacionados a inflamacéo e ao controle
glicémico. Embora nossos resultados ainda sejam preliminares, eles fornecem uma viséo otimista sobre
0 mecanismo subjacente aos efeitos benéficos dos alimentos suplementados com acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Consequentemente, esses resultados podem orientar o desenvolvimento de
alimentos funcionais para a prevencéo de distlrbios metabdlicos, como obesidade, diabetes mellitus tipo

2 e esteatose hepatica ndo alcodlica (MASH).
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