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RESUMO

A obesidade e outros disturbios metabodlicos sdo fatores de risco para a doenca
hepatica gordurosa nao alcoodlica (NAFLD), que por sua vez, pode levar a cirrose e
ao carcinoma hepatocelular e atualmente € reconhecida como a hepatopatia mais
comum em todo o mundo, acometendo em torno de 30,05% da populagéo. A
fisiopatologia da NAFLD esta amplamente relacionada aos disturbios lipidicos e
inflamatorio. Evidéncias crescentes sugerem que 0 eixo intestino-microbiota-figado
desempenha um papel central nas doencas metabdlicas, e a disbiose intestinal tem
sido associada a NAFLD e sua gravidade. No presente estudo, foi avaliado os
efeitos de dois prebidticos disponiveis comercialmente (frutooligossacarideos [FOS]
e galactooligossacarideos [GOS]) na inflamacéo hepatica, sobre a via metabdlica de
lipidios e na microbiota intestinal em modelo de NAFLD induzida por dieta rica em
gordura. Utilizamos 45 camundongos C57BL6 wild-type que foram distribuidos nos
seguintes grupos: (A) dieta padrdo controle (n=15) e (B) HFD por 18 semanas
(n=30). Na 132 semana, os camundongos foram posteriormente divididos nos
seguintes grupos experimentais: (A) Controle (n=15); (B) HFD (n=14); e (C)
HFD+Prebidticos (n=14). O grupo HFD+Prebioticos recebeu uma dieta rica em
gordura e uma combinacédo de FOS e GOS (0,3g e 0,4g/camundongo/dia de FOS e
GOS, respectivamente). Os resultados indicaram que FOS e GOS efetivamente
reduziram a resisténcia a insulina, hiperglicemia, trigliceridemia e colesterolemia.
Além disso, FOS e GOS melhoraram a arquitetura hepatica e o acumulo de gordura
hepatica modulando as vias lipogénica (SREBP-1c, ACC e FAS) e lipolitica (ATGL).
O tratamento com FOS e GOS também reduziu marcadores inflamatérios como p-
NFkB-65, IL-6, INOS, COX-2, TNF-a e IL-1B. Além disso, FOS e GOS atenuaram o
NAFLD modulando a composicdo da microbiota intestinal e fortalecendo a
integridade da barreira intestinal, melhorando assim a via intestino-figado e o
metabolismo lipidico hepatico. Sendo assim, nossos dados demonstram que FOS e
GOS apresentam propriedades anti-inflamatérias e hipolipemiante, e indicam o

potencial terapéutico desta fibras no tratamento da NAFLD.

Palavras-chave: Obesidade; NAFLD; Disbiose; Prebio6ticos.



ABSTRACT

Obesity and other metabolic disorders are risk factors for non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD), which in turn can lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma
and is currently recognized as the most common liver disease worldwide, affecting in
around 30.05% of the population. The pathophysiology of NAFLD is largely related to
lipid and inflammatory disorders. Growing evidence suggests that the gut-microbiota-
liver axis plays a central role in metabolic diseases, and gut dysbiosis has been
linked to NAFLD and its severity. In the present study, we evaluated the effects of
two commercially available prebiotics (fructooligosaccharides [FOS] and
galactooligosaccharides [GOS]) on hepatic inflammation, on the lipid metabolic
pathway and on the intestinal microbiota in a high-fat diet-induced NAFLD model. We
used 45 wild-type C57BL6 mice that were distributed into the following groups: (A)
standard control diet (n=15) and (B) HFD for 18 weeks (n=30). At the 13th week, the
mice were further divided into the following experimental groups: (A) Control (n=15);
(B) HFD (n=14); and (C) HFD+Prebiotics (n=14). The HFD+Prebiotics group received
a high-fat diet and a combination of FOS and GOS (0.3g and 0.4g/mouse/day of FOS
and GOS, respectively). The results indicated that FOS and GOS effectively reduced
insulin resistance, hyperglycemia, triglyceridemia and cholesterolemia. Furthermore,
FOS and GOS improved liver architecture and hepatic fat accumulation by
modulating lipogenic (SREBP-1c, ACC and FAS) and lipolytic (ATGL) pathways.
Treatment with FOS and GOS also included inflammatory markers such as p-NFkB-
65, IL-6, INOS, COX-2, TNF-a and IL-1B3. Furthermore, FOS and GOS attenuated
NAFLD by modulating the composition of the intestinal microbiota and strengthening
the integrity of the intestinal barrier, thus improving the intestine-liver pathway and
hepatic lipid metabolism. Thus, our data demonstrate that FOS and GOS have anti-
inflammatory and lipid-lowering properties, and show the therapeutic potential of
these fibers in the treatment of NAFLD.

Keywords: Obesity; NAFLD; Dysbiosis; Prebiotics.
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1 INTRODUCAO

A doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (NAFLD) é caracterizada quando
o volume de gordura acumulado no citoplasma dos hepatdcitos quando supera 5%
do peso hepético total e pode ser diagnosticado por um exame de imagem ou
histologico ( Younossi, et al., 2016; POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS,
2019). A NAFLD pode progredir para cirrose e é fator de risco para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. A fisiopatologia da esteatose hepética
€ caracterizado pela teoria “two hits”. No primeiro “hit” temos um desequilibrio no
metabolismo lipidico como uma consequéncia da resisténcia a insulina, e da
lipogénese de novo a partir de outras fontes de nutrientes (AHMED, 2015). O
segundo “hit” envolve a peroxidacao lipidica, a disfungdo mitocondrial, e producéo
de mediadores inflamatérios levando a danos celulares nos tecidos hepatico e
adiposo, o que contribui para progressao da lesdo hepatica (WEISS; RAU; GEIER,
2014).

Estudos recentes demonstraram que 0 eixo microbiota-intestino-figado
desempenha um papel critico no inicio e na progressdo das doencas hepaticas
cronicas (BRANDT et al., 2017; ZHANG et al., 2018). A microbiota intestinal quando
em equilibrio, desempenha um papel importante na regulagcdo metabdlica da glicose
e dos lipidios e apresenta efeitos anti-inflamatorios. Entretanto, a microbiota
intestinal alterada (disbiose) esta associada a NAFLD e a sua gravidade (Fan e
Pedersen, 2021; Song e Zhang, 2022). A disbiose leva a endotoxemia e inflamacao
da parede intestinal, bem como a ativacdo de células de Kupffer e de células
estreladas hepaticas através da ativacéo dos receptores Toll-like (TLRs). O figado e
o intestino tém uma relacdo funcional e anatémica intima, uma vez que o figado
recebe aproximadamente 70% de suprimento sanguineo do intestino através da
circulacao portal (COMPARE et al., 2012).

Modelos experimentais ou estudos clinicos mostram que a NAFLD esta
associada a uma alteragdo da microbiota e ao aumento da permeabilidade intestinal
(BRUN et al., 2007; MACHADO; CORTEZ-PINTO, 2016; SHANAB et al., 2011). Por
sua vez, a permeabilidade intestinal leva a uma endotoxemia por translocacéo de
LPS que podem ativar o TLR4. CANI e cols mostraram que a administracdo de LPS
em camundongos simulou os efeitos de uma dieta gordurosa por endotoxemia

metabdlica, induzindo inflamacéo e ganho de peso corporal, resisténcia a insulina e
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desenvolvimento de NAFLD (CANI et al., 2007). Interessantemente, os acidos
graxos saturados presentes nos alimentos, podem ativar o TLR4, devido a
semelhanca estrutural com o LPS, o que contribui para a lesdo hepatica (HUANG et
al., 2012).

Assim, devido a correlacao positiva entre a disbiose intestinal e a alteracdo do
metabolismo hepatico de carboidratos e lipidios, bem como ativacdo da inflamacéo
(KOLODZIEJCZYK et al., 2019), pesquisas cientificas tentam propor intervengdes
terapéuticas para NAFLD por meio da modulagédo da microbiota intestinal, através da
suplementacdo de probidticos, prebiodticos e simbidticos e transplante de microbiota
fecal (FMT) (CHEN; VITETTA, 2020).

Os prebidticos sdo definidos como substancias que induzem alteragbes na
composicdo da microbiota gastrointestinal conferindo efeitos benéficos
(ROBERFROID et al.,, 2010). Nesse contexto, prebidticos podem promover efeitos
positivos na prevencao e/ou tratamento da NAFLD. Frutooligossacarideos (FOS) e
galacto-oligossacarideos (GOS) séo fibras sollveis usadas como prebibticos que
sdo tradicionalmente associadas com a estimulacdo da proliferacdo de bactérias
benéficas como as bifidobactérias e lactobacilos, entre outros. A fermentacédo é o
principal mecanismo de acdo pelo qual os prebidticos sdo usados por bactérias no
colon (POKUSAEVA; FITZGERALD; VAN SINDEREN, 2011). A fermentacéo
aumenta a concentracao de acidos graxos de cadeia curta (SCFASs) (BINDELS et al.,
2012; ROBERFROID et al., 2010), que sao rapidamente absorvidos pelas células
epiteliais do intestino e ativam diretamente o0s receptores acoplados a proteina G
(ANG; DING, 2016; KOH et al., 2016; LU et al., 2016).

Portanto, a modulagdo da microbiota intestinal tem sido ativamente estudada
como um fator-chave na fisiopatologia da NAFLD. Desta forma, o presente projeto
tem por objetivo avaliar os efeitos de dois prebidticos comercialmente disponiveis
(frutooligossacarideos [FOS] e galactooligossacarideos [GOS]) sobre as vias de
sinalizacdo do metabolismo hepatico e inflamagcdo no desenvolvimento da NAFLD

em modelo experimental de obesidade induzido por dieta.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar os efeitos dos prebiodticos (frutooligossacarideos [FOS] e
galactooligossacarideos [GOS]) no desenvolvimento da doenca do figado gorduroso
nado-alcoodlico (NAFLD) em modelo experimental de obesidade induzido por dieta.

2.1.1 ESPECIFICOS
Avaliar a agcdo dos prebidticos sobre:

e Os parametros bioquimicas (Colesterol total; Triglicerideos; LDL-c; HDL-c;
Glicose e Insulina).

¢ Nas modificacBes histopatoldgicas no figado;

¢ No estresse oxidativo através da expressao de iNOS e Nitrotirosina;

e Na expressdo dos marcadores inflamatérios (pNFkB, IL-1B, IL-6,TNF-a e
COX-2) e metabolismo lipidico (SRBP1, ACC, FAS e ATGL) envolvidos na
patogénese da NAFLD;

¢ Na integridade intestinal na expressédo da proteina ocludina;

¢ Na composicédo da microbiota.



3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 DOENCA DO FIGADO GORDUROSO NAO ALCOOLICA (NAFLD)

A doenca do figado gorduroso néo alcodlica (do inglés Nonalcoholic
Fatty Liver Disease — NAFLD) é considerada a manifestacdo hepatica com
importante relacdo com a obesidade e a Sindrome Metabdlica (SM). E
definida, pelo acumulo de lipidios no figado supera 5% do peso hepatico total
e pela falta de causas secundarias, como uso de alcool de forma abusiva,
hepatites virais ou mesmo disturbios hereditarios(BYRNE; TARGHER, 2015).
A maioria dos pacientes com NAFLD sdo assintomaticos, e o diagnostico
inicial é realizado analises bioquimicas para enzimas hepaticas e por métodos
de imagem como a ultrassonografia, entretanto a biopsia hepatica é
considerada padrdo ouro(NALBANTOGLU; BRUNT, 2014).

Estudos epidemioldgicos consideram a NAFLD a hepatopatia mais
comum no mundo e relatam que a sua prevaléncia tem crescido nos ultimos
anos. Este rapido aumento, estd associado a prevaléncia da sindrome
metabdlica e suas condi¢Bes associadas (obesidade e diabetes mellitus tipo 2
- T2DM). No Brasil, estudos relatam a prevaléncia em 35,2%(KARNIKOWSKI
et al., 2007) , entretanto esse dado foi realizado ha mais de uma década, e
possivelmente encontra-se defasado, pois recentemente uma metanalise com
de mais de 9 milhdes de individuos, demonstrou uma prevaléncia global da
NAFLD em 30.05% e na América Latina em 44,37% (Figura 03)(YOUNOSSI et
al., 2023).

Diante disso, € importante salientar que a gravidade do acometimento
hepético, levando-se em consideracdo a prevaléncia e as consequéncias do
acumulo lipidico, o gerenciamento das doencas hepéaticas deve ser prioridade
em qualquer conduta meédica, tendo em vista o propdsito em impedir a
progressdo da lesdo para cirrose e/ou hepatocarcinoma(PARENTE, 2020).
Assim sendo, estudos devem ser conduzidos para o entendimento de sua

fisiopatologia e tratamento.
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Figura 1: Prevaléncia da NAFLD nas regides do mundo - 1990 a 2019
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Fonte: Younossi, et al. (2023)

Nota: Durante o ano de pesquisa de 1990 a 2019, o agrupamento meta-
analitico das estimativas de prevaléncia da NAFLD resultou em uma
prevaléncia global geral de 30,05%. North America = América do Norte; Latin
America = América Latina; South Asia = Sul da Asia; East Asia = Asia leste;
Asia Pacific = Asia — Pacifico; South East Asia = Sudeste da Asia; Australasia
= Austrdlia; Western Europe = Europa ocidental; MENA = agrupamento dos

paises situados no Oriente Médio e Norte da Africa.

3.1.1 Fisiopatologia da NAFLD

O figado, é um 6rgao do sistema digestorio e a maior glandula do corpo
humano, em particular desempenha um papel chave no metabolismo, na
desintoxicacao e a sintese de proteinas (CICERO; COLLETTI; BELLENTANI,
2018). Situado no quadrante superior direito da cavidade abdominal, é um
orgdo multifuncional que atua tanto como glandula exdcrina como enddcrina
no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e
armazenados para serem utilizados por outros 6érgdos (TREFTS; GANNON;
WASSERMAN, 2017).

Trata-se de um 0Orgao constituido por hepatdcitos, correspondendo a
80% da populacdo celular e extremamente vascularizado, recebendo
aproximadamente 75% do suprimento de sanguineo da veia porta e o

restante, deriva da artéria hepatica. Os hepatdcitos organizam-se em placas
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interconectadas, os lobulos hepaticos, constituindo estes a unidade estrutural
e funcional béasica do figado. Os lobulos encontram-se em contato com
pequenos ramos da vénula portal terminal e da arteriola hepética terminal,
conferindo-lhe uma estrutura altamente irrigada e capaz de regenerar-se
(TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017).

Neste sentido, a partir dessas vénulas e arteriolas, o sangue flui para os
sinusodides hepéticos, vasos irregularmente dilatados compostos por uma
camada descontinua de células endoteliais fenestradas e células de Kupffer,
gue sdo macrofagos teciduais, situados entre as laminas hepaticas. Abaixo
desse revestimento existe 0 espaco perissinusoidal de Disse que separam 0s
hepatécitos do revestimento sinusoidal onde ocorre a troca de nutrientes. O
figado também é drenado por um suprimento rico de vasos linfaticos que se
conectam com os espacos de Disse nos septos interlobulares de forma que o
excesso de liquido do espaco Disse que nao foi absorvido pelos hepatécitos
sejam drenados para circulacao linfatica (BEN Z. STANGER, 2015). Conforme

a figura 2.

Figura 2: Desenho esquematico do figado
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Fonte: GARTNER; HIATT, 2007
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Nota: A — Anatomia macroscopica do figado. B — Lébulos hepaticos. C — Parte

de um l6bulo hepéatico em maior aumento.

Assim, a integridade do figado, bem como sua funcionalidade é
essencial para as suas principais funcdes. Em geral, as patologias que
acometem este 6rgdo podem progredir de aguda a cronica(LIMA et al., 2018).
O dano hepético que cursa para cronificacdo pode ser induzido por virus
(hepatites virais), esteatose hepatica alcodlica (consumo de etanol por longo
periodo) e a esteatose hepatica ndo alcodlica, esta ultima vem se tornando
uma importante causa de morbimortalidade relacionada a doencas do
figado(MASUOKA; CHALASANI, 2013).

A NAFLD consiste no acumulo de lipidios histologicamente visivel no
citoplasma dos hepatdcitos, com alteracdes persistentes das enzimas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT)
(YOUNOSSI et al., 2018). Essa patologia apresenta uma esteatose simples
micro e/ou macro vesicular que pode progredir para esteatohepatite nao
alcodlica (NASH) apresentando modificagcbes morfolégicas (balonizacao),
inflamagéo e fibrose(PADOIN et al., 2008). Tratando-se de uma doenga
progressiva, estudos tém mostrado que a NAFLD leva a formas mais graves
da disfuncdo hepatica, como cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC)
conforme exemplifica a figura 3 (WEISS; RAU; GEIER, 2014)
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Figura 3: O desenvolvimento da NAFLD

Reversible
Healthy Liver Hepatocellular

Liver cirrhosis carcinoma

Fonte: WANG et al. (2020)

Nota: O desenvolvimento da NAFLD é dividido em quatro estagios: esteatose
simples (NAFL), NASH, cirrose hepatica e eventualmente HCC. Healthy liver =
Figado saudavel;, NAFL = Figado gorduroso ndo alcodlico; NASH =
Esteatohepatite n&o alcodlica; Liver cirrhosis = Cirrose hepética;
Hepatocellular carcinoma = Carcinoma hepatocelular; Transplant ou death =

Transpalnte ou morte; Reversible = Reversivel; Irreversible = Irreversivel.

7

A patogénese da NAFLD ainda ndo é muito compreendida, é sabido
gue o efeito combinado da resisténcia a insulina (RI), do estresse oxidativo, e
da cascata inflamatéria, desempenham um papel importante na patogénese
da NAFLD e a sua progressao(PIAZZOLLA; MANGIA, 2020). A teoria “two
hits” tem sido proposta para fisiopatologia da NAFLD. O primeiro “hit” é
caracterizado por um desbalanco no metabolismo lipidico como uma
consequéncia da RI. Como condig&o inicial, a hiperinsulinemia promove o
aumento da lipolise e a liberacdo de &acidos graxos livres (FFAs) do tecido
adiposo na circulacdo, além disso, também a lipogénese de novo de outras

fontes de nutrientes, como os carboidratos(AHMED, 2015) e que sé&o entao



absorvidos pelo figado. Promove-se, portanto, um desequilibrio em que o

influxo de &cidos graxos excede o efluxo hepatico, resultando esteatose.

O segundo “hit” envolve a peroxidacao lipidica, a disfuncdo mitocondrial,
mediadores inflamatérios levando a danos a células e por uma série de
interacbes complexas entre os hepatocitos, células de Kupffer e adipdcitos,
resultado na NASH. A inflamacéo crénica contribui para progressao da lesdo
hepética e, a longo prazo, para o desenvolvimento de fibrose e cirrose como
mostrado na figura 4 (WEISS; RAU; GEIER, 2014). Por outro lado, os habitos
alimentares podem modular a esteatose hepéatica, de forma que uma dieta rica
em gordura saturada promove um maior acumulo de lipidios no citoplasma dos
hepatécitos, o que é considerado como um marcador chave da NAFLD, e
aumento dos niveis de insulina no plasma, induzindo a resisténcia a insulina e

por consequéncia afetando a funcado mitocondrial.

Figura 4: Patogénese da NAFLD
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75-100% 10-20% 2% per year

Fonte: Weil3 J, et al. (2014)
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Nota: Patogénese e curso clinico da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica.
A figura mostra as frequéncias dos estagios individuais da doenca.
Patogénese: uma parte importante na patogénese da NAFLD é
desempenhada pela resisténcia a insulina, estresse oxidativo e cascata
inflamatoria. Insulin resistence = Resisténcia a insulina; Fatty tissue = Tecido
adiposo; FFA = Acidos graxos livres; Adiponectin = Adiponectina; Steatosis =
Esteatose; Steatohepatitis = Espeatohepatite; Fibrosis = Fibrose; Cirrhosis =
Cirrose; HCC = Carcinoma hepatocelular; Triglyceride synthesis = Sintese de
triglicerideos; Lipoxic metabolites = Metabdlicos lipotoxicos; Mitochondrial
dysfunction = Disfuncdo mitocondrial, ER stress = estresse do reticulo
endoplasmatico; Kpffer cell = Célula de Kupffer; Stellate cell = Célula estrelada;
Activation of inflammatory signals = Ativacéo de sinais inflamatorios; Activation

of fibrogenesis = Ativacao da fibrogénese.

3.1.1.1 Metabolismo Lipidico e NAFLD

O figado desempenha um papel importante no metabolismo dos lipidios,
participando da B-oxidagdo, sintese de triglicerideos (TGs) e colesterol, bem
como na secrecao de lipoproteinas. O acumulo de gordura no figado,
representado principalmente por triglicerideos, é resultante do aumento do
fornecimento de acidos graxos livres do tecido adiposo periférico para o figado
e da lipogénese de novo através da via lipogénica. Por outro lado, no figado
estes acidos graxos, podem ser oxidados pela B-oxidacdo mitocondrial ou
incorporados a particulas de VLDL (very low density lipoprotein) para
exportacdo (EL-ZAYADI, 2008). Diante disso, qualquer desequilibrio entre
esses processos pode levar ao desenvolvimento da NAFLD(MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2009).

Outro aspecto importante para o desenvolvimento da esteatose é a
resisténcia a insulina, responsavel pela manutencdo da homeostase da
glicose(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). A presenca de altos niveis
de insulina circulantes leva ao aumento da producdo de glicose hepatica e
estimula o processo de sintese enddgena de acidos graxos (FAs) no figado
(lipogénese de novo). Ocorre ativagdo de genes que codificam as enzimas

que participam na conversdo do excesso de glicose em acetil-CoA, seguida da
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sua conversao em malonil-CoA pela enzima acetil CoA carboxilase (ACC)
(BROWNING et al.,, 2004). Em seguida, a enzima sintase de acido graxo
(FAS), utiliza tanto acetil-CoA e o malonil-CoA para formar acido palmitico
(DORN et al., 2010; SPRADLEY et al., 2018).

A ativacdo dessas enzimas lipogénicas é mediada pelo fator de
transcricdo Proteina de ligacdo ao elemento regulatério de esterol (SREBP —
1c)(FERRE; FOUFELLE, 2010). O SREBP-1c ¢ predominante no figado e a
transcricdo € induzida por dois estimulos: a insulina, que conduz um aumento
paralelo tanto do precursor de SREBP-1c, quanto da sua translocacao para o
nudcleo; e o receptor X do figado (LXRa) que também tem papel importante na
transcricdo de genes lipogénicos, estimulando o acumulo de triglicerideos no
hepatocito(SPRADLEY et al.,, 2018). Neste contexto, essas enzimas
apresentaram uma maior expressao na NAFLD, sugerindo suas a¢gées como
possiveis marcadores para o diagnostico ou alvo terapéutico para NAFLD
(DORN et al., 2010; SPRADLEY et al., 2018).

Em resumo, a obesidade principal fator de risco para o desenvolvimento
da NAFLD, comumente est4d associada a hiperinsulinemia inicial, o que
promove a hiperativagdo do SREPB-1c e consequente sintese hepatica de
lipidios (TER HORST; SERLIE, 2017). Posteriormente, a resisténcia a insulina
no tecido adiposo impulsiona o fluxo de acidos graxos derivados da lipélise do
tecido para o figado contribuindo para a esteatose hepética (GAGGINI et al.,
2013). Portanto, para controlar a progressao da NAFLD, é importante
compreender 0os mecanismos de regulacdo do acumulo de lipidios hepaticos
(BROWNING et al., 2004).

3.1.1.1.1 Ainflamagéo e a NAFLD

A inflamacdo durante a NAFLD pode ser desencadeada por varios
fatores. A lipotoxicidade € o termo utilizado para definir lesdo ou morte celular
causada pela disponibilidade excessiva de acidos graxos livres e seus
metabolicos(Neuschwander-Tetri, 2010). A producédo desregulada de FFAs
pode resultar em acumulo de TGs no figado e pode ser prejudicial ao

hepatdécito, por iniciar um processo de resisténcia a insulina. Os mecanismos
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de reducéo da sinalizacdo da insulina podem incluir reducdo da expresséao e
atividade do receptor de insulina, reducdo da ativacdo do substrato do
receptor de insulina (IRS), além da ativacdo da c-Jun N-terminal cinase (JNK),
que inibe a ativacdo do IRS por fosforilar residuos de serina. Além disso, o
acumulo de acidos graxos e seus metabdlitos pode promover o0 estresse
lipotoxico do reticulo endoplasmatico, que por sua vez ativa 0 estresse
oxidativo (LACERDA; BOCK; FUNCHAL, 2015). O estresse oxidativo tem um
papel chave no desenvolvimento da inflamac&o, sendo a mitocondria a
responsavel pela inducéo e formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
durante a $-oxidacao de acidos graxos(KOEK; LIEDORP; BAST, 2011).

Por outro lado, outros fatores também podem contribuir para o
desenvolvimento da inflamacao hepética. Individuos com NAFLD apresentam
maior volume do tecido adiposo (TA), considerado um 6rgdo com funcdes
metabdlicas, endodcrinas e imunoldgicas (POLYZOS; KOUNTOURAS;
MANTZOROS, 2017). A hipernutricdo pode desencadear alteracdes
metabdlicas como resisténcia a insulina, dislipidemia e mudanc¢as no padrao
de secrecdo de adipocinas, que representam 0 conjunto de citocinas

secretadas pelo TA.

Em respostas as adipocinas e fatores quimiotaticos liberados, ha o
aumento do numero dos macréfagos no TA, que na obesidade esta associado
ao perfil M1, que é caracterizado pelo aumento da expressao de citocinas pro-
inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas 6
e 2 (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007). O excesso de TNF-a estimula a
lipélise e, consequentemente, aumenta o fluxo de acidos graxos na circulacéo
que sao transportados para ao figado (PARKER, 2018). Além disso, o TNF-a
tem sido relacionado ao desenvolvimento da inflamagao hepatica (FAIN et al.,
2004; STANTON et al., 2011).

Outro fator sistémico que pode influenciar no processo inflamatério
hepético é a presenca de lipopolisacarideos (LPS), endotoxina derivadas de
bactérias do intestino. Estudos tém demonstrado, que individuos com NAFLD
apresentam alteracdes na integridade do endotélio intestinal e isso faz com
que os LPS atinjam a circulacdo portal hepética e induz a inflamacéo (FUKUI,

2016). Durante este processo, as células que fazem parte da imunidade inata
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hepatica, incluindo células de Kupffer que tem a capacidade de fagocitar
endotoxinas e, depois da sua ativacao liberarem citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-6),

bem como as quimiocinas que iniciam a resposta de forma aguda.

Apos a lesé@o hepatica, as células imunes possuem um importante papel
na regeneracdo tecidual. Em condicGes fisiolégicas, esse mecanismo
consegue substituir os hepatécitos submetidos a morte celular. No entanto,
guando esse processo falha, por exemplo na obesidade crbnica, colabora para
a progressdo do dano hepético (CAZANAVE; SANYAL, 2015; CHEUNG;
SANYAL, 2008). A disponibilidade excessiva das citocinas pro-inflamatorias
produzidas pelas células de Kupffer pode contribuir para o processo fibrotico
(BOGDANOS; GAO; GERSHWIN, 2013). As citocinas podem interagir
diretamente com as células estreladas hepéticas (HSCs) via TGF-,
contribuindo para a diferenciacdo dessas células em miofibroblastos e
producdo de colageno resultando em regeneracédo tecidual (TACKE, 2012),
um mecanismo chave encontrando em varias doencas hepaticas agudas e
cronicas (WEISS; RAU; GEIER, 2014).

Por outro lado, as células dendriticas hepéticas, sao responsaveis pela
apresentacao do antigeno no figado e em condi¢des patoldgicas produzem
citocinas como IL-12 e TNF-a(DE CREUS et al., 2005). Os neutrdfilos alteram
seu fenotipo e liberam sinais citotéxicos como ROS, quimiocinas e entre outros
para atrair outros neutréfilos e mondcitos para o local da
inflamacdo(SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010). Vale ressaltar ainda que o figado
é infiltrado por células natural killer (NK) e Natural Killer derivadas de células T
(NKT) que séo responsaveis pela defesa contra patdégenos, promovendo
alteracOes intracelulares, que pode resultar em morte ou lise dos
hepatdcitos(CLARIA, 2012).

3.2 EIXO MICROBIOTA-INTESTINO-FIGADO
3.2.1 Microbiota e NAFLD

Recentemente, evidéncias sugerem que 0 eixo microbiota-intestino-
figado desempenha um papel critico no inicio e na progressdo das doencas
hepaticas cronicas (BRANDT et al., 2017; ZHANG et al., 2018). A microbiota
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do trato gastrointestinal contém aproximadamente 10'* unidades formadoras
de colbénia (UFC) de bactérias (FEROLLA et al., 2014, 2015) e mantém uma
relacdo de simbiose com o hospedeiro contribuindo para diversas funcdes
como digestdo, sintese de vitaminas e blogueio da colonizacéo intestinal por
patdogenos(THURSBY; JUGE, 2017). As concentracdes das bactérias dentro
do trato gastrointestinal dependem de fatores relacionados a espécie e as
condi¢cbes de colonizagéo, tais como motilidade, pH, pressado de oxigénio e
disponibilidade de nutriente (SIVANAND, 2019) .

Apesar da diversidade bacteriana, quatro filos principais estéo
presentes no intestino, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e
Proteobacteria, sendo que até 90% destas bactérias pertencerem aos filos
Firmicutes e Bacteroidetes (SALTZMAN et al., 2018). Estudos recentes
mostraram que individuos com NAFLD apresentam menor diversidade da
microbiota em comparacdo de individuos saudaveis(HRNCIR et al., 2021;
SHEN et al., 2017; TILG; CANI; MAYER, 2016), afetando a permeabilidade e
inflamagéo intestinal (NI et al.,, 2022). Essa disbiose intestinal pode ser
influenciada pela dieta, idade, peso corporal, medicamentos (LEUNG et al.,
2016; RINELLA, 2015; ZHENG et al., 2018). No entanto, as associacdes entre
esses fatores e o desenvolvimento ou progressdo da NAFLD ainda sao

controversos.

A disbiose ocorre se a homeostase bacteriana sofrer quaisquer
alteracdes na composicao e diversidade ou em suas funcdes metabdlicas. Le
Roy et al., 2013, foram os primeiros a demonstrar que composicdo da
microbiota intestinal determina o desenvolvimento de NAFLD em
camundongos da linhagem C57BL/6. Em um outro estudo, a microbiota
intestinal de pacientes com NAFLD foi comparada com a de individuos
magros, e foi observado um aumento do filo Firmicutes e uma reducao do filo
Bacteroidetes nos individuos com NAFLD (ISHIOKA et al., 2017; LIU et al.,
2016). Ademais, as composi¢des do microbioma intestinal foram associadas a
NAFLD leve ou moderada e fibrose grave, sendo Firmicutes mais prevalente
em NAFLD leve ou moderada, e Proteobacteria mais prevalente na fibrose
hepatica (LOOMBA et al., 2017).
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A permeabilidade intestinal é capaz de manter o controle da
homeostase local. Alguns fatores, incluindo a camada de muco, peptideos
antimicrobianos e a rede de proteinas tight junction (TJ), sdo responsaveis
para manter a funcéo da barreira intestinal(SAFARI; GERARD, 2019). Estudos
com animais que receberam dieta rica em sacarose e gordura, mostraram
reducado de ocludina que € uma importante proteina TJ intestinal, aumento dos
niveis de LPS e aumento da deposicdo de gordura hepética (ZHOU et al.,
2014)

Os acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) sao produzidos pela
microbiota, incluindo acetato, propionato e butirato, que sdo produzidos por
fermentacdo a partir de fibras, e estdo envolvidos no controle do perfil lipidico
e estimulando a producdo do peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-
1)(LEUNG et al., 2016; SCHOELER; CAESAR, 2019). Os SCFAs regulam o
metabolismo hepético e melhoram a esteatose hepética por meio das vias de
sinalizacdo que modulam o apetite e a inflamacdo no eixo intestino-figado
(ALBILLOS; DE GOTTARDI; RESCIGNO, 2020). Além disso os SCFAs séo
rapidamente absorvidos pelas células epiteliais do intestino, onde estéo
envolvidos com a transcricdo de genes das juncdes do tipo tight, tais como a
ocludina, claudina e a zonula ocludens(THURSBY; JUGE, 2017). Portanto, a
sintese alterada de acidos graxos de cadeia curta pode resultar em
deterioracdo da integridade e permeabilidade intestinal que sdo fatores que
contribuem na progressédo da NAFLD (WANG et al., 2016).

Em decorréncia da translocacdo do LPS, no figado ha ativacdo da
resposta inflamatéria por meio da ativacdo da via TLR4/NF-KB, e
consequentemente, h4 producdo de citocinas e a producdo de espécies
reativas do oxigénio(XUEFENG CHEN, ET AL; REITER; MCREE, 2011). Além
disso, essa via TLR4 também pode ser ativada por acidos graxos saturados
presentes nos alimentos que, devido a semelhancga estrutural aos do LPS, sédo
capazes de ativar o TLR4 o que contribui para a lesdo hepéatica(HUANG et al.,
2012). O papel da microbiota no desenvolvimento e progressao da NAFLD é

mostrado na figura 5.
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Figura 5: Permeabilidade intestinal no desenvolvimento e progressao da
NAFLD

SCFAs
it Altered SCFA and BA pool Choline
Ethgr\wol LP/S Disbyosis

Healthy
Microbiome

Intestinal Epithelia

Portal Vein

Liver

Fonte: SAFARI, et al. (2019)

Nota: Visdo esquematica do papel do microbiota na permeabilidade intestinal e
no desenvolvimento da NAFLD. No lado esquerdo, os componentes do eixo

intestino-figado estdo operando normalmente; no lado direito, o status NAFLD

€ mostrado. Healthy microbiome = Microbiota saudavel; Intestinal Epithelia

Epitélio intestinal;, Portal Vein = Veia porta; Liver = Figado; Kupffer cell

Célula de Kupffer; TLRs = Receptores Toll Like; proinflammatory mediators

Mediadores pro — inflamatorios; Steatosis = Esteatose; Inflammation

Inflamac&o; Ethanol = Etanol; SCFAs = Acidos graxos de cadeia curta; LPS

Lipopolisacarideos; BA = Acidos biliares; Disbyosis = Disbiose; Choline
Colina; TMA = trimetilamina; Altered = Alteracao.

Portanto, existe uma correlagdo positiva entre a disbiose intestinal e
seus metabolicos no metabolismo hepatico de carboidratos e lipidios, bem
como na ativacdo da inflamacdo, afetando diretamente a patogénese da
NAFLD e a sua progressdo (KOLODZIEJCZYK et al.,, 2019). Atualmente,
pesquisas cientificas tentam propor intervencdes terapéuticas para NAFLD por

meio da modulacdo da microbiota intestinal, como a suplementacdo de
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probioticos, prebidticos, a combinacdo de ambos (simbidticos), e o transplante
de microbiota fecal (FMT) (CHEN; VITETTA, 2020).

3.3 PREBIOTICOS

Os nutrientes sdo capazes de assegurar a saude, reduzir o risco de
doencas e podem apresentar efeito terapéutico frente a determinados
processos. Os alimentos com tais caracteristicas sdo denominados funcionais
e dentre eles podem-se destacar os probidticos, prebiodticos e simbidticos. O
vocabulo “probidtico” significa “pela vida” e caracteriza um suplemento
alimentar a base de microrganismos vivos, o que inclui bactéria lacticas e
leveduras na forma de células liofilizadas que, quando consumidos em
quantidades adequadas, melhoram a salde do hospedeiro (KAREB; AIDER,
2019). O consumo de produtos probidticos pode melhorar os movimentos
peristalticos do intestino, aumentando a absor¢cdo de nutrientes e prevenindo

ou controlando infec¢Bes intestinais

Por sua vez, os prebioticos sdo definidos como fibras alimentares
(consistem  fundamentalmente em  polissacarideos nao-amido e
oligossacarideos resistente a digestdo pelas enzimas humanas) que estimulam
0 crescimento e/ou a atividade da microbiota gastrointestinal, cuja modulagéo
estd associada beneficamente com a saude do individuo (AZIMIRAD et al.,
2016; GIBSON et al., 2010; ROBERFROID, 2007). Para exercer essas
fungbes, algumas caracteristicas sédo importantes: resistir a acidez gastrica, a
hidrolise por enzimas digestivas, e a absorcdo no trato gastrointestinal (Wilson;
WHELAN, 2017; ROBERFROID, 2007).

Vérios estudos tém demonstrado os beneficios dos prebidticos em
modelos experimentais e clinicos. Os prebidticos podem reduzir a incidéncia
de doencgas, tais como neoplasias, diabetes, NAFLD e infec¢cdes. Também
podem promover a modulacdo na resposta imunoldgica. Além disso, o
consumo de prebioticos estimula a producao de SCFAs (acetato, propionato e
butirato) que ativam diretamente o0s receptores acoplados a proteina G
(GPR41,GPR43 e GPR109) (ANG; DING, 2016; KOH et al., 2016; LU et al.,
2016)
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GPR41 e GPRA43 sao expressos ndao s6 em enterdcitos intestinais, mas
também em outros tipos celulares e tecidos, como figado, musculatura,
neurénios entéricos e também em células do sistema imunoldgico, sendo um
forte indicio da amplitude de seus efeitos no organismo. O GPR43 € expresso
pelas células L intestinais, quando ativado estimulam secrecdo de incretinas,
peptideo YY (PYY) e o GLP-1. A liberacdo do GLP-1 reduz o acumulo de
gordura no tecido adiposo, levando ao aumento da sensibilidade & insulina
(HIDEAKI et al., 2009).

O GPR109A, encontrado na superficie do epitélio intestinal e células
imunes, desempenha um papel fundamental no controle da permeabilidade
intestinal e da cascata inflamatéria. A auséncia de receptores GPR109A esta
associada a diminuicdo da concentracdo de proteinas das tight junctions,
levando ao aumento da permeabilidade intestinal e suscetibilidade a
inflamacé&o. Por sua vez estudos mostram que o butirato atua via GPR109A
para aumentar a transcricdo génica de Zonula Occludens-1 (ZO-1), ocludina e
claudina-3, aumentando portanto, sua sintese e consequnetmente,
melhorando a permeabilidade intestinal (KARUNARATNE et al., 2021). Além
disso, a ativacdo dos GPRs é capaz de ativar diretamente as enzimas
quinases, como Proteina quinase C (PKC), MAP Quinase (MAPK) e Proteina
quinase A (PKA), que aumentam a fosforilagdo da ZO-1, o que permite a sua
melhor conexdo com as demais proteinas das tight junctions (PEREZ-
REYTOR et al., 2021).

Os SCFAs também possuem propriedades anti-inflamatérios no
intestino através da inibicdo das vias de sinalizacdo envolvendo NF-kB nuclear
e inibicdo da histona desacetilase (KNUDSEN et al., 2018). Em um modelo de
Camundongos com colite induzida por acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico
(TNBS), o butirato de sodio melhorou a resposta inflamatoria e a disfungéo da
barreira do epitélio intestinal através da ativacdo de GPR109A e inibicdo das
vias de sinalizacdo AKT e NF-kB p65 (CHEN et al., 2018). Além disso,0s
SCFAs tém capacidade de influenciar a expressdo da interleucina anti-
inflammatoria IL-10 em macrofagos e em células dendriticas intestinais in vitro
(SINGH et al., 2014).
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Atualmente, os prebioticos mais estudados e utilizados comercialmente
sao inulina, frutooligossacarideos (FOS), galactooligossacarideos (GOS) e
lactulose. Destes, a inulina e os frutooligossacarideos estdo entre os mais
promissores prebidticos (AZIMIRAD et al.,, 2016). Assim, para garantir um
efeito benéfico para saude do individuo, o consumo de prebidticos devem ser
em doses diarias a partir de 4 até 20 g ingeridos diariamente durante pelo
menos 15 dias (SAAD, 2006).

3.3.1 Frutooligossacarideos (FOS)

Frutooligossacarideos pertencem a uma classe de carboidratos
denominados frutanos, ou seja, que compreendem polimeros naturais
formados por frutose, encontrados nos alimentos tais como: chicdria, alho,
alcachofra, aspargo, cebola e trigo sdo alguns exemplos (DI BARTOLOMEO,;
VAN DEN ENDE, 2015). No entanto, as concentragcbes em que estdo
presentes nestes alimentos sdo baixas para exercer um efeito significativo
(LIMA, 2011). Os FOS podem ser obtidos pela extracdo de vegetais, 0 que
economicamente inviavel pelo seu alto custo, ou ainda, podem ser produzidos
industrialmente por meio de duas técnicas, a primeira envolve hidrolise
enzimatica da inulina, que é um polissacarideo de frutose com uma unidade
de glicose terminal. A segunda forma, € a partir da sacarose por meio de
hidrolise e sintese enzimatica. A aplicabilidade do FOS em diversos alimentos
€ bastante ampla devido as suas caracteristicas quimicas serem positivas e
por ndo alterarem as caracteristicas organolépticas dos produtos (MACEDO,;
VIMERCATI; ARAUJO, 2020; PASSOS; PARK, 2003).

Os beneficios dos FOS para a saude humana tém sido estudados e
dados indicam que mais de 8 g / dia de FOS s&o necessarios para elevar de
forma significativa a quantidade de bifidobactérias no trato gastrointestinal e
doses inferiores a 5 g sdo consideradas ineficazes (GIBSON et al., 2004). A
fermentacao de FOS induz a producdo de SCFAs que séo fontes de energia
para desenvolvimento de Bifidobactérias e Lactobacilos. Estudos anteriores
relatam que FOS aumentam a abundancia relativa de Bifidobacterium em
camundongos BALB/c e C57BL/6J e favorece a producédo de mucina no colon
(GU et al., 2022; WANG et al., 2017).
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Dentre outros beneficios atribuidos a ingestédo oral de FOS estdo: uma
reducdo do pH luminal, contribuindo para uma melhor absor¢cdo de minerais
calcio, magnésio, ferro, zinco e cobre, demonstrando o papel importante na
manutencdo da salde dos ossos (ARJMANDI et al., 2011; KAREB; AIDER,
2019; LOBO et al., 2014); reducéo do estresse oxidativo e da IL-1 no célon
(EVERARD et al.,, 2011); reducdo da glicose sérica em individuos com
diabetes mellitus tipo 2 (COSTA; GUIMARAES; SAMPAIO, 2012); modulacéo
do sistema imune e alivio da constipacdo (SABATER-MOLINA et al., 2009).
Além disso, em um estudo experimental de oferta de frutanos na composicao
da dieta, foi observado melhora da integridade intestinal e na inflamacao

sistémica em camundongos obesos (LIU et al., 2016b).

3.3.1.1 Galactooligossacarideos (GOS)

GOS é o termo utilizado para um grupo de carboidratos composto por
moléculas de galactose ligada a lactose. A formacdo de GOS ocorre a partir
de um substrato rico em lactose, uma importante substancia ativa no leite e,
apontado como um fator que protege contra a patogenicidade de bactérias
intestinais (FANARO et al., 2005; MISTRY et al., 2020; TIAN et al., 2019). Os
galactooligossacarideos podem ser divididos em a-galactooligossacarideos (a-
GOS) e B-galactooligossacarideos (B-GOS) devido as diferentes ligacdes
galactosidicas (TIAN et al., 2019), sendo o B-GOS, mais utilizado na pesquisa
e producao comercial. Atualmente existem poucos estudos sobre a-GOS(MEI,
YUAN; LI, 2022).

O GOS possui poucas fontes na natureza, encontrado em sementes de
leguminosas, porém é dificil de separar e extrair dos demais componentes
naturais. Atualmente, os métodos de producdo de GOS envolvem a hidrélise
da lactose e a posterior sintese enzimatica, pela transglicosidase da [-
galactosidase. Portanto, a sintese de GOS pode ser influenciada por diversos
fatores, como a fonte de enzima, concentracdo de lactose, composi¢cdo do
substrato e condicdes de reacao, etc (FEWTRELL et al., 2007; HE et al., 2021,
WEIJERS; FRANSSEN; VISSER, 2008).
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No colén, GOS reduz o numero de bactérias patogénicas, através da
inibicdo de sitios de ligagcdo das bactérias na superficie dos enterdcitos
(DWIVEDI et al., 2016). Além disso, estimula efetivamente o crescimento dos
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, aumenta a producdo de acidos
graxos de cadeia curta, melhora a funcdo de barreira da mucosa e o
metabolismo de lipidios (HE et al., 2021). Em um estudo com 44 idosos que
receberam B-GOS (5,5 g/d), apresentou efeitos significativos sobre o sistema
imunolégico, evidenciado por uma melhora na fagocitose, na atividade das
células NK, na producdo da citocina anti-inflamatoéria IL-10 e reducéo
significativa na producdo de citocinas proé-inflamatorias IL-6, IL-1B e TNF-a
(VULEVIC et al., 2008)

Recentemente, foi demonstrado que camundongos que receberam
suplementacdo com GOS, apresentaram reducdo do peso corporal e a taxa de
absorcao intestinal de gordura (MISTRY et al., 2020). Este efeito também
poderia ser atribuido ao GLP-1, que pode diminuir a producao intestinal de
quilomicrons por meio de um eixo intestino-cérebro (FARR et al., 2015). Além
disso, estudo clinico 44 pacientes o tratamento com 3,5 g / dia de GOS,
resultou na melhora dos sintomas da sindrome do intestino irritavel (VULEVIC
et al., 2008).

3.3.1.1.1 Prebidticos e NAFLD

Estudos realizados em modelos animais e ensaios clinicos
demonstraram que prebiodticos podem reduzir a patogénese da NAFLD (CHEN;
VITETTA, 2020). Por exemplo, o uso de prebioticos alteram a microbiota
intestinal e, portanto, melhoram o peso corporal, o metabolismo lipidico, a Rl e
a inflamacdo crbnica, e consequentemente, 0 torna um importante alvo de
intensa discussao para o tratamento da NAFLD (SUN et al.,, 2018). Em um
estudo piloto com sete pacientes com NASH (confirmado por bidpsia), o
tratamento com 16 g / dia de oligofrutose (frutanos do tipo inulina) na dieta por
8 semanas reduziu significativamente os marcadores inflamatérios hepaticos
(DAUBIOUL et al., 2005).
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Em estudos realizado com ratos foi demonstrado reducao dos niveis de
lipidios plasmaticos e a concentracdo hepatica de triglicerideos quando
tratados com inulina como suplemento dietético por 4 semanas. Resultados
similares foram obtidos com a administracdo de frutose diluida na agua por
apenas 48 horas. E possivel que esses efeitos sejam devido a reducdo da
sintese de &cidos graxos através da diminuicdo da expressdo génica de
enzimas na via da lipogénese (KOK; ROBERFROID; DELZENNE, 1996;
SUGATANI et al., 2006).

Similarmente, Pachikian e cols demonstraram que o tratamento de
camundongos com o prebiotico FOS 0,25 g /dia, também melhorou os
distarbios metabdlicos e hepéticos induzidos por uma dieta hipercalédrica,
sugerindo seu papel benéfico. De acordo com esses autores, a reducdo do
acumulo de triglicerideos no figado esta associada a oxidacédo estimulada de
acidos graxos via receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-
alfa) e inibicho do SREBP-1c que controla a expressao das enzimas
lipogénicas (PACHIKIAN et al., 2013).

Em suma, os efeitos de prebidticos na manutencédo da integridade do
trato gastrointestinal, e na reducdo da lipogénese de novo através da
modulagédo génica de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, sugerem
gue o0s prébioticos possuem acdes farmacoldgicas benéficas na regulacéo
metabdlica do organismo, e portanto, sdo uma possivel estratégia terapéutica
para tratamento e prevencao da NAFLD, no entanto alguns mecanismos ainda
precisam ser elucidados. O presente estudo teve como objetivo caracterizar os
efeitos dos prebidticos (frutooligossacarideos [FOS] e galactooligossacarideos
[GOS]) na fisiopatologia da doencga do figado gorduroso néo-alcodlico (NAFLD)
em modelo experimental de obesidade induzido por dieta através de analises

morfoldgicas, bioquimicas e moleculares.
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Resumo

A obesidade e outros distarbios metabdlicos estdo associados a doenca do figado
gorduroso nao alcodlica (NAFLD), que pode levar a cirrose e ao carcinoma
hepatocelular. O eixo intestino-figado-obesidade desempenha um papel central nas
doencas metabdlicas, e a disbiose intestinal tem sido associada a NAFLD e sua
gravidade. Diante disso, avaliamos os efeitos de dois prebibticos disponiveis
comercialmente (frutooligossacarideos [FOS] e galactooligossacarideos [GOS]) na
inflamag&o hepatica e na microbiota intestinal em modelo de NAFLD induzida por
dieta rica em gordura. Inicialmente, os camundongos foram distribuidos nos
seguintes grupos: (A) dieta padrdo controle (n=15) e (B) HFD por 18 semanas
(n=30). Na 132 semana, os camundongos foram divididos nos seguintes grupos
experimentais: (A) Controle (n=15); (B) HFD (n=14); e (C) HFD+Prebidticos (n=14) e
0 grupo HFD+Prebioticos receberam uma dieta rica em gordura e uma combinacao
de FOS e GOS. Os resultados indicaram que FOS e GOS reduziram a resisténcia a

insulina, hiperglicemia, trigliceridemia e colesterolemia. Além disso, FOS e GOS



34

melhoraram a arquitetura hepatica e o acumulo de gordura hepética modulando as
vias lipogénica (SREBP-1c, ACC e FAS) e lipolitica (ATGL). O tratamento com FOS
e GOS também reduziu marcadores inflamatérios como p-NFkB-65, IL-6, iNOS,
COX-2, TNF-a e IL-1B. Além disso, FOS e GOS atenuaram NAFLD modulando a
composicdo da microbiota intestinal e fortalecendo a integridade da barreira
intestinal, melhorando assim a via intestino-figado subjacente aos efeitos benéficos

no metabolismo lipidico hepatico.

Palavras-chave: Obesidade; NAFLD; Disbiose, Prebidticos.

1. INTRODUCAO

A doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD) é caracterizada pelo
acumulo de gordura nos hepatdcitos supera 5% do peso hepatico total na auséncia
do uso de &lcool (Chalasani et al.,, 2018; Wong et al., 2017). A NAFLD esta
aumentando em todo o mundo, principalmente associada a prevaléncia de
sindromes metabdlicas como obesidade, diabetes, dislipidemia e hipertensédo que
afetam adultos, mas também criancas e adolescentes (Vos et al., 2017; Younossi et
al., 2019). De acordo com dados recentes, a prevaléncia de NAFLD na populacao
com sobrepeso ou obesidade na Ameérica do Sul foi estimada em aproximadamente
70,9% e ainda ndo possui farmacoterapia aprovada (Liu et al., 2022).

Em contraste, a epidemia de problemas metabdlicos nos paises
desenvolvidos é alta e, na realidade atual, tem mostrado um aumento consideravel
da prevaléncia em pacientes com peso meédio (Inoue et al., 2018; Stefan et al.,
2017). Neste contexto, a manifestacdo hepatica associada a disturbios metabdlicos
(NAFLD) recebeu uma nova nomenclatura sugerida por especialistas internacionais:
doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD) foi sugerida como
um termo abrangente mais apropriado (Eslam et al., 2020). O termo MAFLD, como
NAFLD, varia de esteatose simples (NAFL) associada a resisténcia a insulina a
esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH), mostrando esteatose acompanhada de
inflamacéo (Friedman et al., 2018) que pode progredir para cirrose e cancer de
figado (Gill e Majumdar, 2020).
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A obesidade tem sido bem caracterizada como um importante fator de risco
para o desenvolvimento de NAFLD (Velazquez et al., 2019). Embora a obesidade
seja prevenida de varias maneiras, principalmente por meio de mudancas na dieta e
atividade fisica (Lustig et al., 2022), o fracasso € notavel, especialmente a longo
prazo (Velazquez et al., 2019). Além disso, o estado obeso tem sido associado a
alteracdes na microbiota intestinal (disbiose) e nas suas funcbes metabdlicas
(Bliesner et al., 2022) e estudos recentes em humanos e animais mostraram que a
disbiose esta associada a NAFLD e sua gravidade (Fan e Pedersen, 2021; Song e
Zhang, 2022). Portanto, esses estudos fornecem evidéncias de que a microbiota
intestinal desempenha um papel indispensavel na esteatose hepatica.

A comunicacgdo do eixo intestino-figado é bidirecional (Song e Zhang, 2022),
devido a proximidade anatbmica e intensa interdependéncia fisiol6gica
(Albuguergue-Souza, 2022). O figado recebe aproximadamente dois tercos de seu
sangue do trato gastrointestinal através da veia porta (Song e Zhang, 2022). No caso
da NAFLD, o aumento da permeabilidade intestinal resulta no acesso de bactérias e
endotoxinas, como lipopolissacarideos (LPS) do intestino para o figado, estimulando
células imunes hepaticas, ativando vias de inflamacéo e eventualmente contribuindo
para a progressao da NAFLD (Barrow et al., 2021; Xie e Halegoua-Demarzio, 2019).

Evidéncias emergentes sugerem que a microbiota intestinal pode ser um alvo
terapéutico para NAFLD; tais tratamentos incluem prebidticos que alteram as
composi¢cées microbianas intestinais (Gupta et al.,, 2022). Os prebidticos sao
definidos pela Organizacdo das NacGes Unidas para Agricultura e Alimentacao
(FAO) como “um componente alimentar que confere um beneficio a saude do
hospedeiro associado a modulagcdo da microbiota”. Dada a definicdo proposta,
estudos com oligofrutose como exemplo mostraram efeitos benéficos em pacientes
com NAFLD, incluindo melhora na disbiose, permeabilidade intestinal, glicemia,
inflamacé@o e lipogénese hepatica (Bomhof et al., 2019; Nadeau e Conjeevaram,
2017).

Portanto, a microbiota intestinal e seus metabdlitos sdo estudados como
provaveis fatores-chave na fisiopatologia da NAFLD. Novas abordagens terapéuticas
para modular a microbiota intestinal por meio da administracdo de probidticos,
prebiodticos e simbidticos tém sido propostas com resultados promissores (Behrouz
et al., 2020). Desta forma, o objetivo deste estudo € avaliar os efeitos de dois

prebidticos  disponiveis  comercialmente  (frutooligossacarideos [FOS] e
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galactooligossacarideos [GOS]) na inflamacédo hepatica e na microbiota intestinal na

NAFLD induzida por dieta rica em gordura.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho Experimenral

O Comité de Etica no Uso de Animais do IAM aprovou todos os
procedimentos do presente estudo sob o parecer numero 135/2018 CEUA-
FIOCRUZ. Foram utilizados 45 camundongos C57BL6 wild-type (8-10 semanas),
macho e pesando 20 g criados no biotério do Instituto Aggeu Magalhaes. Eles foram
aclimatados em ambiente de laboratério com temperatura de 22°C (x1°) e luz
artificial de lampadas fluorescentes por um periodo claro/escuro de 12/12 horas e
foram divididos em trés grupos (Controle, HFD, HFD/Prebibticos (n= 15/grupo). Os
animais foram submetidos a uma dieta padréo durante oito dias de adaptacdo. Apés
este periodo, o grupo controle recebeu uma dieta padréo (PragSolucdes — AIN-93G)
durante todo o periodo experimental, e o grupo HFD e HFD Grupo / Prebioticos
receberam dieta hiperlipidica (HFD) composta por 60% de gordura (PragSolucdes —
AIN-93M) por 18 semanas e, a partir da 13 semana receberam a cominacdo de
Fructooligosaccharide (FOS) + ®-Galactooligossacarideo (B-GOS) (0,3g e
0,4g/camundongo/dia de FOS e GOS respectivamente) diluidos em agua destilada
(Burokas et al., 2017). Ao final, os animais foram anestesiados (cetamina/Xilazina)
antes da coleta de sangue por puncao cardiaca (sem anticoagulante) e o soro foram
armazenados a -20°C para medi¢des bioquimicas. Os figados foram dissecados e
fixados para posterior processamento (analise morfolégica) e congelados a -80°C

para posterior analise por western blotting.

2.2 Avaliagdes bioquimicas

Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min,
e entdo o soro foi coletado para analises bioquimicas, incluindo colesterol total (CT),
triglicerideos (TG), glicose, lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de
baixa densidade (LDL ) foram determinados por sistema enzimatico de acordo com

as instrucdes do fabricante (Labtest, Brasil). Os niveis de insulina foram
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determinados usando kits ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) de acordo

com as instrucdes do fabricante (Elabscience, Wuhan, China).

2.3 Histopatologia

Fragmentos de figado foram fixados em formol tamponado a 10% por 24
horas antes de serem processados e incluidos em parafina. Os fragmentos foram
cortados em 5um e montados em laminas histoldgicas. Os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina (HE) e avaliados com as fotos captadas por meio de

microscopia optica (Leica ICC50-HD) com aumento de 400x.

2.4 Coloragéao Oil Red O

Para detectar especificamente lipidios, amostras de tecido hepético de cada
animal (5 por grupo) foram fixadas em paraformaldeido a 4% por 2 h e embebidas
em O.C.T (Tissue-Tek, Zoeterwoude, Holanda) e congeladas a -80°C . Em seguida,
cortes congelados (espessura de 8 um) foram feitos em criostato e as amostras
foram fixadas com solucéo de formaldeido puro por 15 min. Em seguida, as laminas
foram coradas com hematoxilina por 60 segundos para identificacdo dos nucleos das
células. As laminas foram entdo lavadas em agua destilada e coradas com Oil Red
O por 15 min. A gquantificacdo da densidade de pixels foi realizada em um painel por
animal (n= 5 animais). Imagens do mesmo aumento (400x) foram analisadas
guantitativamente usando o software Gimp 2.8 (GNU Image Manipulation Program,

plataformas UNIX).

2.5 Imuno-histoquimica

Cinco cortes de figado (5 um de espessura) de cada grupo foram cortadas e
aderidas a laminas tratadas com 3-amino-propil-trietoxi-silano (APES [Sigma, EUA)).
Os cortes foram desparafinizados com xilol e reidratados em etanol graduado (100 a
70%). Para aumentar a exposi¢cdo do epitopo, as se¢bes foram aquecidas por 30
minutos em tampao citrato de sédio (0,01 M, pH 6,0). Para minimizar a atividade da
peroxidase endogena, as laminas foram tratadas com 0,3% (v/v) de H202 em agua

por cinco minutos. Os cortes foram lavados com TBS-T e entdo bloqueados com 5%
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BSA, 0,2% Tween 20 em PBS por 1h em temperatura ambiente. Os cortes foram
entdo incubados por 12 horas a 4°C com anticorpos contra ATGL (1:50 Abcam, Ab-
99532 Cambridge, UK), COX-2 (1:400 Abcam, Ab15191 Cambridge, UK), INOS
(1:50 Abcam, Ab3523 Cambridge, Reino Unido), IL-6 (1:50 Abcam, Ab208113
Cambridge, Reino Unido). A reagdo antigeno-anticorpo foi visualizada com avidina-
biotina peroxidase (Dako Universal LSAB ® + Kit, Peroxidase), usando 3,3-
diaminobenzidina como cromogénio. As laminas foram contrastadas em
hematoxilina. A coloragéo positiva resultou em um produto de reacdo marrom. Os
controles negativos foram tratados como acima, mas com a omissdo do primeiro
anticorpo. Cinco fotos na mesma ampliacdo 400x foram analisadas
quantitativamente usando o software Gimp 2.6 (GNU Image Manipulation Program,
plataformas UNIX).

2.6 Imunofluorescéncia

Cortes de figado e c6lon com uma espessura de 5 um foram cortadas em um
micrétomo RM 2035 (Reichert S, Leica) reidratadas e tratadas com tampao citrato 20
mM, pH 6,0, por 30 min. Em seguida, foram permeabilizados com Triton X-100 0,5%
e incubados por 1h com solucdo bloqueadora (5% BSA mais 0,2% Tween 20 em
solucdo salina tamponada com Tris). Posteriormente, os cortes hepéticos foram
incubados com anticorpos contra SREBP-1c (1:200, Santa Cruz, sc-13551), FAS
(1:100, Santa Cruz, sc-55580) ACC (1:50, Cell Signaling, cs- 36625) e secdes de
célon com Ocludina (1:100, Santa Cruz, sc-133256). O anticorpo primario foi
incubado durante a noite e entdo incubado com anticorpo policlonal conjugado 488 e
546 secundario contra imunoglobulina de coelho e camundongo por 1h. Os cortes
foram lavados e montados em meio de gelatina e observadas sob um sistema de
microscopio de fluorescéncia Leica DMI8 e processadas com o software Leica
Application Suite LAS (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). As figuras foram
exportadas como arquivos tiff com Adobe Photoshop versdo 8. A densidade de
pixels foi medida em cinco areas maracdas usando o software GIMP 2.8.18

(software GNU Image Manipulation Program, CNET Networks, Inc. Australia).
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2.7 Western blot

Os figados e cdlons foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e, em
seguida, quatro fragmentos de cada regido do figado de diferentes animais por
grupo foram homogeneizados em uma solucdo de extracdo contendo coquetel de
inibidores de protease (10mM EDTA, Amresco, Solon, EUA; 2mM fenilmetano
sulfonil-fluoreto, 100mM NaF, 10mM sodio pirofosfato, NavO4 10mM, 10 mg de
aprotinina/ml e Tris 200mM, pH 7,4 — Sigma—Aldrich). As amostras foram misturadas
e homogeneizadas para formar um pool de cada grupo. Os homogenatos foram
centrifugados e congelados a -80 °C. Os niveis de proteina foram determinados
usando o método de Bradford, com albumina de soro bovino como padrédo (Bradford,
1976) e 20 pg/uL da proteina total foram carregados em cada po¢co em um gel de
eletroforese, separados e depois transferidos eletroforeticamente para membranas
de nitrocelulose. Apés bloqueio por 1 h com soro de albumina bovina 5%, tween 20
0,01% e tampéo fosfato salino, as membranas foram incubadas a 4° C durante a
noite com os seguintes anticorpos: anti-IL-18 (1:1000, Ab9722 Abcam, EUA ), anti-
TNF-a (1:1000, Abcam Abcam, EUA), anti-NFkB-p65 (1:1000, sinalizacdo celular cs-
3033), anti- nitrotirosina (1:1000, Mab3248 R&D), anti-ocludina (1:1000, sc-133256
Santa Cruz) seguida de incubagdo com um anti-coelho conjugado com peroxidase
(1:8000, A9169 Sigma-Aldrh, EUA) ou anti-rato (1:5000, A0161 Sigma-Aldrh, EUA ) .
O reagente de quimioluminescéncia (Milipore, nimero de catalogo: WBLUF0100) foi
adicionado para visualizacdo da banda da proteina e a reacao foi detectada usando
0 equipamento do sistema iBright CL 1000 (Thermo Fisher Scientific, nimero de
catalogo: A44241). Para quantificacdo, os valores de densitometria foram obtidos
medindo a densidade de pixels de cada banda usando o software Image J 1.38 (NIH,
MD, EUA). Os resultados foram confirmados em trés conjuntos de experimentos
para cada proteina investigada. O imunoblot para B-actina (1:1000, A2228 Sigma-
Aldrh, EUA) foi utilizado como controle enddgeno.

2.8 Andlise da microbiota baseada na sequéncia do gene 16S rRNA

O material fecal de seis camundongos por grupo foi coletado e processado

coletivamente. Houve uma extracdo completa de DNA. Usando campos magnéticos
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e o procedimento de extracdo padrdo da Neoprospecta, o DNA foi extraido (Christoff
et al., 2017). A preparacdo da biblioteca de sequenciamento para identificacdo
bacteriana foi realizada utilizando os primers V3/V4 16S rRNA 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso et
al., 2012; Wang e Qian, 2009). O sistema usando foi o padrdo lllumina de primeira
geracao fornecido pelo kit do fabricante (lllumina, EUA). Os dados brutos do MiSeq
foram processados usando um fluxo de trabalho da empresa Neoprospecta
(Florianopolis — Santa Catarina) (Christoff et al., 2017). As primeiras paginas dos
documentos lllumina FASTQ foram cortadas e seu erro cumulativo foi calculado
(Phred 20). Além disso, clusters com abundancias abaixo de 2 foram removidos. As
classificacdes taxonémicas foram atribuidas usando um banco de dados com
precisdo de sequéncia 16S rRNA definida em um nivel de identidade de 99% usando
blastn v.2.6.0+ (Christoff et al., 2017).

2.9 Andlise estatistica

O software GraphPad Prism (versao 5) foi utilizado para a analise estatistica.
Os dados foram expressos como meédia + desvio padrdo. As diferencas entre os
grupos de controle e tratados foram analisadas usando andlise de variancia
(ANOVA), antes da realizacéo do teste de Dunnett ou post hoc de Tukey ou o teste t
de Student. Valores de probabilidade menores que 0,05 foram considerados

significativos.

3. RESULTADOS

3.1 FOS e GOS regulam parametros metabdlicos em camundongos NAFLD

induzidos por HFD

Parametros significativos da homeostase lipidica s&o mostrados na tabela 1.
Em resumo, a alimentacdo HFD levou a um aumento significativo no colesterol total
(CT), triglicerideos (TGs), glicose, lipoproteina de alta densidade (HDL-c),
lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e niveis de insulina em comparacdo com o
grupo controle: TC (p < 0,0001); TGs (p < 0,0001); glicose (p < 0,0007); HDL-c (p <
0,0001); LDL-c (p = 0,0002) e insulina (p = 0,0033). As alteragbes observadas nos
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perfis lipidico e glicémico podem contribuir como fatores de risco para o
desenvolvimento da NAFLD. Conforme mostrado na Tabela 1, apos a administracao
de FOS e GOS, os niveis de CT, TG e LDL-c no grupo HFD+Preb diminuiram
significativamente em comparagdo com o grupo HFD: CT (p < 0,0001); TGs (p =
0,0002); LDL-c (p = 0,0072), indicando que FOS e GOS podem melhorar a
dislipidemia induzida por HFD. Além disso, os niveis de insulina e glicose reduziram
significativamente apos seis semanas de tratamento (p = 0,0416) e (p = 0,0002),

respectivamente.

3.2 Efeitos dos prebidticos FOS e GOS na histopatologia hepatica

A analise histopatolégica revelou que o grupo controle exibia arquitetura bem
preservada com hepatdcitos caracteristicos distribuidos homogeneamente por todo o
parénquima hepatico (Fig. 1 - A). Apés a inducéo a dieta hiperlipidica, o grupo HFD
apresentou alteracdes significativas, incluindo desorganizagdo tecidual com
esteatose macro e microvesicular no citoplasma dos hepatdécitos (Fig. 1 — B). O
grupo que recebeu a dieta e foi tratado com FOS e GOS por seis semanas
apresentou melhora significativa da arquitetura hepatica, com reducéo da esteatose
e também da inflamacao, o que foi confirmado pela reducdo dos focos de infiltrados

inflamatérios (Fig. 1 — C).

3.3 FOS e GOS diminuiram a deposicao de lipidios no figado

A coloracao Oil Red foi usada para quantificar os lipidios no tecido hepético.
O grupo controle apresentou quantidade basal de lipidios nos hepatécitos (Fig. 1 —
D). O grupo HFD exibiu significativamente mais lipidios distribuidos no parénquima
hepético em comparagédo com o controle (p < 0,0001) (Fig. 1 — E). O tratamento com
FOS e GOS reduziu significativamente as goticulas lipidicas no tecido (p < 0,0001)
(Fig. 1 - F). A analise quantitativa do conteudo lipidico foi realizada em todos os

grupos por meio dos testes ANOVA e post hoc de Tukey (fig. 1 — G).
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3.4 Imunolocalizacdo das vias lipogénica (SREBP-1c, ACC e FAS) e lipolitica
(ATGL) apos tratamento com FOS e GOS

A proteina de ligagéo do elemento regulador de esterol do fator de transcrigcdo
1c (SREBP-1c) é um ativador lipogénico do fator de transcricdo. A andlise de
imunofluorescéncia do tecido hepatico do controle exibiu uma reatividade fraca ao
SREBP-1c (Fig. 2 — A). O uso de uma dieta rica em gordura aumentou
significativamente a caracteristica de marcacao citoplasmatica do SREBP-1c quando
comparado ao grupo controle (p = 0,0010) (Figs. 2 — B e M). Por outro lado, o grupo
tratado com FOS e GOS apresentou diminuicdo significativa na expressdo de
SREBP-1c quando comparado ao grupo HFD (p < 0,0001) (Figs. 2—-C e M).

Acetil-CoA carboxilase (ACC) é a principal enzima implicada na regulacdo da
sintese de acidos graxos. Apos andlise da expressdo do ACC no tecido hepatico, o
grupo controle apresentou baixa reatividade ao ACC (Fig. 2 — D). O grupo HFD
aumentou significativamente a reatividade ACC em comparagdo com O grupo
controle (p = 0,0010) (Figs. 2 — E e N). FOS e GOS nao reduziram a
imunorreatividade do ACC em comparacao com o grupo HFD (Figs. 2 — F e N).

A acido graxo sintase (FAS) € uma enzima multienzimatica que catalisa a
sintese de acidos graxos. O grupo controle apresentou baixa reatividade a enzima
FAS (Fig. 2 — G). O grupo HFD revelou imunopositividade intensa em comparagao
com os grupos Controle e FOS e GOS (p = 0,0010; p < 0,0001, respectivamente)
(Fig. 2 — H e 0). FOS e GOS foram capazes de reduzir significativamente a
expressdo de FAS quando comparados ao grupo HFD (p < 0,0001) (Fig. 2 1 e O).

Lipase de triglicerideos adiposos (ATGL) é uma enzima chave envolvida na
degradacéo intracelular de triacilglicerois. O grupo FOS e GOS apresentou aumento
na expressao de ATGL em relacdo ao HFD (p < 0,0001) (Fig. 2 — L e P), sugerindo
possivel ativacdo da via lipolitica. A andlise quantitativa foi realizada usando ANOVA
e testes post hoc de Tukey (Fig. 2 M, N, O, P).
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35 FOS e GOS diminuiram os niveis de marcadores inflamatorios em

camundongos com NAFLD

A expressao de IL-6 em imuno-histoquimica foi analisada apés o tratamento
com prebidticos. O grupo controle exibiu uma reatividade fraca a IL-6 (Fig. 3 — A). A
dieta hiperlipidica aumentou significativamente a expressédo de IL-6 no citoplasma
dos hepatécitos quando comparada ao grupo controle (p < 0,0001) (Figs. 3 — B e J).
Os prebidticos ndo reduziram a imunorreatividade da IL-6 em relacdo ao grupo HFD
(Figs. 3—C e J).

Analisando a expressdo da INOS no tecido hepatico, o grupo controle
apresentou baixa reatividade a iINOS (Fig. 3 — D). O grupo HFD aumentou
significativamente a reatividade a iNOS, marcando o citoplasma dos hepatdcitos,
indicando um aumento no processo inflamatério quando comparado aos grupos
controle e HFD + PREB (p < 0,0001; p < 0,0001, respectivamente) (Figs. 3 — E e K).
ApoOs a administracdo de FOS e GOS, houve uma diminuicdo significativa na
coloracdo de iINOS em todo o tecido hepatico quando comparado com o HFD (p <
0,0001) (Figs. 3—F e K).

A expressdo de COX-2 foi avaliada por imuno-histoquimica apds tratamento
com FOS e GOS em camundongos C57BL/6 wild-type submetidos a dieta
hiperlipidica. O grupo controle apresentou baixa reatividade a enzima COX-2 (Fig. 3
— G). Apds exposicao a uma dieta hiperlipidica, forte imunorreatividade a enzima
COX-2 quando comparada ao grupo controle (p < 0,0001) (Figs. 3 — G e L), o que
indica que a alta a dieta gordurosa contribuiu para o processo inflamatdrio hepatico.
No entanto, apdés o uso de prebidticos, observou-se reducdo significativa da
imunorreacdo para COX-2 quando comparado ao grupo HFD (p < 0,0001) (Figs. 3 —
| e L). Esses resultados sugerem que os prebiéticos podem estar envolvidos na
reducdo do processo inflamatério. (J, K, L) A andlise quantitativa foi realizada
usando ANOVA e testes post hoc de Tukey.

O p-NF-kB contribui para o processo inflamatério hepatico, ativando diversas
citocinas. O presente estudo analisou os niveis desse fator de transcricdo no tecido
hepético apds a administracdo de FOS e GOS. Conforme observado, o consumo de
uma dieta hiperlipidica aumentou significativamente a expressao da proteina p-NF-
kKB no figado (Fig. 4 — A) (p = 0,0002). No entanto, o grupo que recebeu dieta

hiperlipidica e foi tratado com FOS e GOS resultou em expressdo reduzida dessa
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proteina (p < 0,0001) (Fig. 4 — A).

A expressdo de TNF-a, um mediador pré-inflamatério, mostrou expressao
aumentada foi altamente induzida por uma dieta rica em gordura no grupo HFD em
comparacao com os grupos controle e HFD + PREB (p = 0,0038) (Fig.4 — B). Ap0s o
tratamento, a expressao da proteina TNF-a diminuiu significativamente nos figados
de camundongos induzidos por dieta hiperlipidica tratados com prebioticos FOS e
GOS (p = 0,0038) (Fig. 4 - B).

A IL-1B é outra citocina que desempenha um papel na inflamacdo e é
necessaria para o desenvolvimento de uma lesdo hepatica. A expressao de IL-1B no
grupo HFD apresentou alta expressao proteica (Fig. 4 - C) quando comparada aos
grupos controle e prebidticos (p = 0,0056). No entanto, o grupo submetido ao
tratamento com prebidticos teve expressdo significativamente reduzida em
comparacao ao grupo HFD (p = 0,0056) (Fig. 4 - C).

A expressdo da nitrotirosina estd relacionada com as condicGes
fisiopatolégicas no figado. O grupo HFD apresentou altos niveis de expressao da
proteina nitrotirosina (Fig. 4 — D) em comparagdo com 0S grupos controle e
prebiodticos (p = 0,0052; p = 0,0032, respectivamente). O nivel de expressdo da
proteina nitrotirosina diminuiu significativamente nos figados de camundongos

tratados com prebidticos (Fig.4 — D) em comparac¢ao com o grupo HFD (p = 0,0032).

3.6 FOS e GOS melhoram a integridade intestinal em camundongos NAFLD

induzidos por HFD

A fim de investigar os efeitos protetores dos prebidticos FOS/GOS na
permeabilidade intestinal, os niveis de expressdo de ocludina foram avaliados. O
consumo de uma dieta rica em gordura reduziu significativamente a expressao da
proteina ocludina no célon (Fig. 5 — A e B) (p = 0,0001). FOS e GOS inibiram a
diminuicdo da expressao de ocludina em comparacédo com o grupo HFD (Fig. 5 A e
B) (p = 0,0220). Esses resultados sugerem que FOS e GOS podem reverter a
permeabilidade intestinal induzida por HFD aumentando os niveis de expressao de

ocludina.
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3.7 FOS e GOS modulam a composicdo da microbiota intestinal em

camundongos NAFLD induzidos por HFD

Ao sequenciar o gene 16S rRNA, analisamos os efeitos do uso de prebioticos
na microbiota intestinal e sua ligacdo com o desenvolvimento de NAFLD. No nivel do
filo, camundongos alimentados com HFD tiveram maior abundancia de Firmicutes
(Fig. 6A). No entanto, esse perfil foi alterado pela administragédo de FOS e GOS. Os
camundongos alimentados com HFD tiveram uma proporgdo maior de
Firmicutes/Bacteroidetes em comparacdo com o grupo de tratamento (p < 0,0001)
(Fig. 6B). Os prebidticos diminuiram a abundancia de Proteobacteria, Actinobacteria
e Firmicutes e aumentaram a abundancia de Bacteroidetes (Fig. 6A).

No nivel do género, a intervencdo da dieta rica em gordura aumentou a
abundéancia de Desulfovibrio em comparacdo com camundongos controle e
prebioticos (Fig. 6C). Em contraste, a administracdo de FOS e GOS aumentou a
abundancia de Bacterioides (p = 0,0345) e Parabacteroides (p = 0,1684) em
comparacao com HFD, respectivamente (Fig. 6C).

4. DISCUSSAO

Este estudo investigou os efeitos do frutooligossacarideo (FOS) e do
galactooligossacarideo (GOS) no metabolismo hepéatico no modelo de obesidade.
Entre os numerosos mecanismos fisiopatolégicos que resultam em NAFLD e outras
doencas metabdlicas, a associacdo entre dishiose da microbiota intestinal e
alteracées na fungdo da barreira intestinal tem recebido atengédo crescente nos
altimos anos (Beisner et al., 2021; Gupta et al., 2019; Mouzaki et al., 2021; al.,
2013). Os mecanismos fisiopatologicos da NAFLD resultam de respostas
inflamatodrias associadas a obesidade e subsequente ativacao de células estreladas.
Os presentes resultados demonstraram que o tratamento com FOS/GOS modulou a
microbiota intestinal e atenuou a inflamacdo hepatica e o0 estresse oxidativo
associados a NAFLD.

O consumo cronico de HFD leva ao comprometimento do metabolismo da
glicose, insensibilidade periférica a insulina e dislipidemia, cujo tratamento com
FOS/GOS melhorou por meio da modulacédo positiva do eixo da microbiota intestinal.

Da mesma forma, outros estudos mostraram que 0s prebidticos melhoraram a
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intolerancia a glicose induzida por HFD, resisténcia a insulina e dislipidemia (Ahmadi
et al., 2019; Chunchai et al., 2018).

De acordo com Takai et al., (2020) o acumulo de goticulas lipidicas no figado
€ uma resposta adaptativa a uma anormalidade na sintese ou metabolismo lipidico.
Os resultados mostraram que FOS/GOS por 42 dias diminuiu a vacuolizacdo e 0s
infiltrados inflamatérios e induziu uma melhor organizacdo em todo o parénquima
hepatico. Outros estudos observaram resultados semelhantes; no entanto, FOS e
GOS foram usados independentemente (Chappuis et al., 2017; Takai et al., 2020).
Finalmente, a coloracédo Oil Red O foi usada para confirmar a presenca e distribuicéo
de lipidios no figado. Finalmente, a coloracdo Oil Red O confirmou a presenca e
distribuic&o de lipidios no figado. Camundongos alimentados por 18 semanas com a
dieta HFD mostraram um aumento significativo no contetdo lipidico hepatico,
semelhante aos resultados em outros modelos de camundongos NAFLD (Su, 2022).
Em contraste, o tratamento com FOS e GOS reverteu 0 acumulo hepatico lipidico.
Resultados semelhantes foram observados com o tratamento com a-GOS e FOS
independentemente (Chappuis et al., 2017; Yao et al., 2019).

A ingestdo cronica de alimentos ricos em acucares e lipidios causa
desregulacdo do metabolismo lipidico, excesso de acidos graxos livres e lipogénese
de novo nos hepatocitos (Takai et al.,, 2020). SREBP-1c é um fator de transcricdo
que regula a lipogénese ativando enzimas na biossintese de &cidos graxos (FASs),
como ACC e FAS (Su, 2022). Em nosso estudo, a HFD aumentou a
imunorreatividade dos principais fatores lipogénicos SREBP-1c, FAS e ACC,
consistente com outros estudos (Perfield et al., 2013). Por outro lado, o tratamento
com FOS e GOS reduziu significativamente a expressao de SREBP-1c, FAS e ACC.
As vias de sinalizagao lipogénicas continuam a ser exploradas como potenciais alvos
terapéuticos (Perfield et al., 2013).

ATGL é a principal enzima no processo inicial que transforma TG em &cidos
graxos livres e glicerol. A deficiéncia hepatica de ATGL prejudica a oxidacao de FA,
causando esteatose hepatica progressiva (Su, 2022). Chen et ai. (Yao et al., 2019)
mostraram que AMPK/FOXO1/ATGL medeia a acdo hipolipemiante do fenofibrato.
Da mesma forma, nossos resultados mostraram que FOS e GOS aumentaram
significativamente a expressdo de ATGL no tecido hepatico, confirmando o papel
dessa via na acao hipolipemiante dos prebidticos.

Em geral, a obesidade induz inflamacg&o hepatica. A gordura visceral secreta
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altos niveis de mediadores inflamatérios, como IL-6 e TNF-a, MCP-1 e inibidor do
ativador de plasminogénio-1 (de La Serre et al., 2010; Ley, 2021). A disbiose
intestinal induzida pela dieta ocidental leva a producéo reduzida de acidos graxos de
cadeia curta (SCFAs), que sdo essenciais para a integridade das juncoes epiteliais,
entre outras funcdes metabdlicas criticas (Stolfi et al., 2022). Além disso, a liberacao
constante de lipopolissacarideo (LPS) da membrana externa de bactérias Gram-
negativas induz a endotoxemia metabdlica. O LPS inicia uma cascata inflamatoria
ativando o toll-like receptor-4 (TLR-4), que produz citocinas pré-inflamatérias e pode
contribuir para o desenvolvimento da obesidade e aumento da resisténcia a insulina.
Assim, a inflamacéo intestinal associada aos SCFAs reduzidos pode alterar a
estrutura da proteina das junc¢@es intestinais, levando ao aumento da permeabilidade
intestinal de endotoxinas bacterianas e citocinas inflamatérias (de La Serre et al.,
2010; Lecomte et al., 2015).

A fosforilacdo do NF-kB esta associada a transcricdo de genes pro-
inflamatorios. A disbiose intestinal desempenha um papel essencial na ativagdo do
NF-kB no figado por meio de LPS derivado de bactérias intestinais patogénicas que
se ligam ao TLR4, levando a sintese de citocinas inflamatérias (Lecomte et al.,
2015). Consistente com esses achados, nossos resultados demonstraram que a
HFD aumentou os niveis de pNFkB, TNF-a, IL1B e IL-6, enquanto a administracao
de FOS/GOS diminuiu esses efeitos. Portanto, esses resultados indicam que os
efeitos protetores dos prebidticos FOS/GOS na NAFLD podem ser parcialmente
atribuidos a inibicdo indireta da ativacdo do NF-kB.

A ativacdo da COX-2 hepatica desempenha um papel importante no
desenvolvimento de NAFLD e resisténcia a insulina (Matata e Galifianes, 2002) e o
uso de inibidores da COX-2 protege contra a inflamacdo hepatica em modelos
animais (MacSween e Burt, 1986). Como mostrado em nossos resultados, a
expressdo de COX-2 no figado foi significativamente elevada em camundongos
alimentados com HFD em comparacdo com camundongos alimentados com uma
dieta padronizada, sugerindo um estado altamente inflamatorio no figado. Em
contraste, FOS e GOS reduziram significativamente a expressao de COX-2.

Durante a inflamacao, a 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) produz grandes
quantidades de 6xido nitrico (NO), contribuindo para a formacao de nitrotirosina, um
indicador de dano celular (de La Serre et al., 2010). Camundongos alimentados com

uma dieta rica em gordura HFD mostraram um aumento significativo na expresséao
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de iNOS e nitrotirosina. O aumento da expressao de INOS estimula a ativacdo de
NF-kB, o que pode levar a estimulagdo da produgdo de TNF-a nas células de
Kupffer (Matata e Galifianes, 2002). Assim, os niveis aumentados de iNOs
observados em animais alimentados com alto teor de gordura podem estar
associados ao TNF-a, conhecido por estimular a atividade da iNOS que aumenta os
niveis de NO (MacSween e Burt, 1986). O presente estudo mostrou que a
administracdo de FOS/GOS reduziu o estresse oxidativo hepatico. Outros estudos
relataram o efeito benéfico de prebioticos, probidticos e simbidticos no estresse
oxidativo (D'Souza et al., 2010; Li et al., 2011; Rashid et al., 2020; Shahzad et al.,
2022). No entanto, os mecanismos exatos pelos quais os prebioticos regulam o
estresse oxidativo sdo desconhecidos.

A permeabilidade seletiva do epitélio intestinal € mantida por juncdes
apertadas (TJ) que séo influenciadas por varios estimulos fisioldgicos e patologicos.
Essas juncdes intercelulares sdo complexos multifuncionais compostos por mais de
50 proteinas, como ocludina, proteinas da familia das claudinas, tricelulina e zonula
occludens (ZO) (Ulluwishewa et al., 2011). Além disso, as alteragbes da microbiota
intestinal regulam os componentes epiteliais das tight junctions (Altamirano-Barrera
et al.,, 2018). Nosso estudo também descobriu que a intervencao dietética com
FOS/GOS aumentou a expressao da proteina ocludina das tight junctions, melhorou
funcdes de barreira intestinal e reduziu a ativacdo hepética da via de sinalizacéo
LPS-TLR4 (Camilleri, 2019).

A ingestdo prolongada de alimentos ricos em lipidios e acUcares pode alterar
a microbiota intestinal. A presente analise taxon6mica da microbiota intestinal
revelou que, no nivel do filo, o grupo HFD aumentou os filos Firmicutes e reduziu os
Bacteroidetes. Outros estudos relataram que a alta relacdo Firmicutes/Bacteroidetes
resulta na diminuicdo da producao de SCFAs e pode contribuir para a progresséao da
NAFLD (Leung et al., 2016). Além disso, aumentar a relagdo F/B também aumenta
0s niveis de citocinas pro-inflamatoérias no intestino (Su, 2022).

Por outro lado, a presente administracdo de prebiéticos FOS/GOS aumentou
as bactérias dos filos Bacteroidetes e Actinobacteria e diminuiu significativamente as
do filo Firmicutes. Um estudo anterior relatou que a administragdo de GOS levou a
uma proporgéao reduzida de Firmicutes/Bacteroidetes em camundongos obesos (Su,
2022). Portanto, o tratamento com FOS/GOS reverteu o aumento na relacdo F/B

observado no grupo HFD, sugerindo que os prebiéticos podem melhorar a
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inflamacdo no figado por meio de alteracbes nos micrébios intestinais. N0OsSs0s
resultados em nivel de género mostraram que a intervencdo FOS/GOS aumentou
significativamente Bacteroides e Parabacteroides e reduziu Desulfovibrio.
Bacteroides modulam o microbioma intestinal e tém efeitos anti-inflamatérios (Tao et
al.,, 2014; Yang et al., 2017; Zocco et al., 2007). Da mesma forma, o0s
Parabacteroides foram positivamente correlacionados com a funcdo anti-
inflamatdria, sugerindo efeitos benéficos na barreira intestinal (Johnson et al., 2017;
Yao et al., 2021). Por outro lado, o Desulfovibrio tem um efeito pré-inflamatério que
também pode romper a barreira intestinal (Zhang-Sun et al., 2015). Esses resultados
sugerem que o tratamento com FOS/GOS modula a microbiota intestinal que pode
estar por tras dos efeitos benéficos no metabolismo lipidico hepatico e na via do eixo
intestino-figado, desempenhando assim um papel no tratamento da NAFLD.

5. CONCLUSAO

A administracdo de prebidticos FOS e GOS modulou a composicdo da
microbiota intestinal e fortaleceu a integridade intestinal em camundongos NAFLD
induzidos por HFD. Por sua vez, a modulacdo da microbiota intestinal induziu a
reducdo de marcadores inflamatérios como p-NFkB-65, IL-6, INOS, COX-2, TNF-a e
IL-18. Além disso, as alteracdes da microbiota por FOS e GOS atenuaram 0
acumulo de gordura hepatica modulando as vias lipogénica (SREBP-1c, ACC e FAS)
e lipolitica (ATGL). Em concluséo, FOS e GOS podem ser usados como ferramentas

nutracéuticas para prevenir e tratar NAFLD.
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Tabela 1 Efeito de FOS/GOS sobre 0s niveis bioguimicos em camundongos

Grupos
Parametros
Controle HFD HFD+FOS/GOS
Colesterol Total (mg/dL) 105,7 £ 12,09 179,9 + 22,48 120.0 £23,65
Triglicerideos (mg/dL) 186.8 +16.21  292.3 +14.61" 2275 +6.61
LDL-c (mg/dL) 2297 +10.75  54.01 + 7.93"# 31.99 +7.17
HDL-c (mg/dL) 51.80 + 8.31 120.2 + 13.65" 90.75 + 6.61
217.0 £ 13.87"
Glicose (mg/dL) 163.3£10.12 o 188.1 £12.73
0.294 +
insulina (ng/mL) 0.124 +0.053 0,084+ 0.188 + 0.041

Resultados séo apresentados com a média + DP

p < 0.0001; "p< 0.001 quando comparado com o grupo controle.

#p < 0.0001; # p< 0.001; #*p <0.05 quando comparado com HFD+FOS/GOS.
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Fig 1. Efeitos dos prebidticos (FOS e GOS) nas andlises histopatoldgicas
hepaticas de camundongos C57BL/6 wild-type. Secbes representativas do figado
coradas com H&E (A-C) e Oil red (D-F). (A) Grupo controle. (B) Grupo HFD exibindo
esteatose macro e microvesicular. (C) Grupo prebidticos mostrando organizacéo
tecidual de arquitetura hepética normal, com reducdo das inclusbes lipidicas nos
hepatdcitos. (D) Grupo controle. (E) Grupo HFD mostrando quantidade significativa
de lipidios nos hepatdcitos. (F) Grupo prebidticos exibindo diminuicdo das inclusdes
lipidicas. Barras 50um. (G) Quantificagdo da marcagéo de lipideos por Oil red (n=5
animais). Os dados indicam diferencas significativas entre os tratamentos, *P <
0,0001 (ANOVA seguido pelo Teste de Comparacédo Multipla de Tukey).
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Fig. 2 Andlise de imunofluorescéncia para proteina 1c de ligacdo ao elemento
regulador de esterd6is (SREBP-1c), Acetil-CoA carboxilase (ACC) e acido graxo
sintase (FAS) e analise imuno-histoquimica para lipase de triglicerideos
adiposos (ATGL) em camundongos C57BL/6 wild-type tratados com
prebidticos (FOS e GOS). (A, D, G) O grupo controle exibiu baixa reatividade a
SREBP-1, ACC e FAS. O grupo HFD apresentou alta reatividade (B, E, H). Por outro
lado, o grupo de preobidticos exibiu reatividade reduzida para SREBP-1 e FAS, mas
nao reduziu a imunorreatividade de ACC em comparagdo com o grupo HFD. O
grupo prebidticos (L) exibiu um aumento na imunorreatividade ATGL em
comparagao com o grupo HFD (K). Barras 50um. (M,N,O,P) Quantificacdo da
marcacgao para SREBP-1c, ACC, FAS e ATGL (n = 5). Os dados indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, *p< 0,0001, *p = 0,0010, *p< 0,0001, *p< 0,0001,
respectivamente (ANOVA seguida pelo Teste de Comparacao Mdltipla de Tukey).
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Fig 3. Analise imunohistoquimica para interleucina 6 (IL-6), 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), ciclooxigenase 2 (COX-2) em camundongos C57BL/6
wild-type tratados com prebiéticos (FOS e GOS). (A, D, G) O grupo controle
exibiu baixa reatividade a IL-6, INOS, COX-2. O grupo HFD apresentou alta
reatividade (B, E, H). Em contraste, o grupo de preobibticos exibiu reatividade
reduzida para INOS e COX-2, mas ndo reduziu a imunorreatividade de IL-6 em
comparagdo com o grupo HFD. Barras 50um. (J,K,L) Quantificacdo da marcagao
para IL-6, INOS, COX-2 (N = 5). Os dados denotam diferencgas significativas entre os
tratamentos, *p<0,0001 (ANOVA seguido pelo Teste de Comparacdo Mdltipla de
Tukey).



60

(4) (B) © (o)
DT —— Ry —, e kD —
Jz_l‘\;;: —— B;z:l\f.g: T uéalzg:a T — F‘l_z:l::;:’ T —
15 — — 150 |

.

150

p-NFxB pixels quantification

i
s
8

Nitrotirosina quantificaga@o de pixels

8
(% of p-actina)

(%of p-actina)

(% of p - actina)
n
S

IL-1p quantificagao de pixels

TNF-a quantificagao de pixels
e

Fig 4. Analise de Western blot de moléculas relacionadas a inflamacdo no
figado em camundongos C57BL/6 wild-type tratados com prebidticos (FOS e
GOS). Extratos proteicos foram utilizados para analisar a expressao de p-NF-kB (A),
TNF-a (B), IL1-B (C) e Nitrotirosina (D). O consumo de dieta rica em gordura
aumentou a expressao desses marcadores. O grupo prebidtico tratado com FOS e
GOS inibiu a atividade de NF-kB e a expressdo de TNF-a, IL1-B e nitrotirosina
quando comparado ao grupo HFD. As colunas representam a média + S.D. da
proteina investigada. Quantificacdo por densidade de pixels de bandas por imageJ.
Os resultados foram confirmados em trés experimentos diferentes. *P <0,05
(ANOVA seguida pelo Teste de Comparacéo Multipla de Tukey).
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Fig. 5 Integridade intestinal em camundongos C57BL/6 wild-type tratados com
prebidticos (FOS e GOS). (A) Imagens de imunofluorescéncia de ocludina de cdélon
de camundongos. Barras 100um. (B) Imagem representativa de Western blot de
ocludina em célons de camundongos. O consumo de uma dieta rica em gordura
reduziu a expressao de ocludina. O grupo tratado com FOS e GOS aumentou a
expressado de ocludina quando comparado ao grupo HFD. As colunas representam a
média = S.D. da proteina investigada. Quantificacdo por densidade de pixels de
bandas por imagedJ. Os resultados foram confirmados em trés experimentos
diferentes. *P <0,05 (ANOVA seguida pelo Teste de Comparacédo Multipla de Tukey).
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Fig. 6 Composicdo da microbiota intestinal modulada por FOS e GOS. (A)

Comparac0Oes estatisticas de perfis bacterianos intestinais no nivel do filo. (B) A

razao Bacteroidetes/Firmicutes foi calculada. (C) Comparacdes estatisticas de perfis

bacterianos intestinais em nivel de género. Os dados representam médias + S.D (n =

6), os resultados foram confirmados em trés experimentos diferentes. *P <0,05

(ANOVA seguida pelo Teste de Comparacado Multipla de Tukey).
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5 CONCLUSOES

No presente estudo, a administracao de prebidticos FOS e GOS modulou a
composicdo da microbiota intestinal e fortaleceu a integridade intestinal em
camundongos NAFLD induzidos por HFD. O tratamento induziu a reducdo de
marcadores inflamatorios como p-NFkB-65, IL-6, INOS, COX-2, TNF-a e IL-1,
atenuando a inflamagcdo hepética. Os animais tratados com prebio6ticos
apresentaram reducdo do acumulo de gordura hepética através da modulacdo das
vias lipogénica (SREBP-1c, ACC e FAS) e lipolitica (ATGL). Portanto, o FOS e GOS
apresentam potencial terapéutico como ferramentas nutracéuticas para prevenir e
tratar NAFLD.
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