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RESUMO

Silva, C. B. Perfil lipidico, inflamatério e microbiota intestinal de camundongos
C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica submetidos a suplementacao de
diferentes doses de curcumina [tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; 2022.

Dados da Organizacdo Mundial da Saude estimam que aproximadamente 13% da
populagdo mundial adulta sdo individuos com obesidade. Como causa comum da
obesidade, o desequilibrio entre a ingestdo e o gasto de energia, resulta em acumulo
excessivo de gordura corporal e inflamagao crénica de baixo grau. A curcumina é
encontrada no rizoma da Curcuma longa L. Diversos estudos tém demonstrado os
efeitos dessa substancia em disturbios metabdlicos, inflamacao e obesidade. Assim, o
objetivo desse estudo foi investigar o efeito de diferentes doses de curcumina na
microbiota intestinal, no peso corporal, no perfil lipidico e glicidico e no perfil inflamatério
de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Avaliaram-se 50 camundongos
machos, os quais foram divididos em 5 grupos de 10 animais cada: dieta padréo (DP),
dieta hiperlipidica (DH), dieta hiperlipidica com 50 mg/kg de peso de curcumina
(DHC50), dieta hiperlipidica com 250 mg/kg de peso de curcumina (DHC250) e dieta
hiperlipidica com 500 mg/kg de peso de curcumina (DHC500). Durante o periodo
experimental (12 semanas), avaliou-se a ingestdo alimentar e o peso corporal
semanalmente. O teste de tolerdncia a glicose foi realizado 48 horas antes da
eutanasia. Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e realizada a coleta
de sangue, amostra de fezes e tecidos para analises bioquimicas, histologicas e
moleculares. Todas as analises consideraram significancia de 5% e foram feitas por
Kruskal-Wallis e ANOVA. Ao observar a porcentagem de ganho de peso, o grupo DP
apresentou menor ganho em comparagao aos demais e, apesar de nao diferente, o
grupo DHC50 apresentou menor ganho (~16%) comparado ao grupo DH. Para o tecido
adiposo marrom, observou-se maior peso nos grupos DHC250 e DHCS50 (43% e 29%,
respectivamente) comparados ao grupo DH. Ao analisar a expressao proteica de IL-10
no tecido adiposo epididimal, notou-se aumento nos grupos DHC250 e DHC500
comparados ao grupo DH. Para expressdo génica de TNF-a no figado e no tecido
adiposo retroperitoneal, observou-se que as trés doses promoveram reducao
comparadas ao grupo DH. Ja para a IL-10, quando analisada no figado, observou-se
um aumento nas doses 50mg e 250mg quando comparadas ao grupo DH. Aumento na
expressao génica de marcador de macrofago M2 (MRC-1) também foi observado nas
doses de 250mg e 500mg. Sobre a microbiota intestinal, ao nivel de filo, para
Actinobacteria, os grupos DHC250 e DHC500 tiveram a abundancia aumentada em
comparagéo ao grupo DH. Para Proteobacteria, o grupo DHCS50 apresentou diminuigéo
da abundancia (~49%) quando comparado ao grupo DH. Ao nivel de género, redugéo
de Bacteroides foi observada nos grupos DHC50 e DHC500 comparados ao grupo DH
e aumento de Clostridium cluster XIVa foi observado nos grupos DHC50 e DHC250
comparados ao grupo DH. No geral, pode-se concluir que os efeitos da curcumina s&o
possivelmente dose-dependentes, especificamente, uma dose menor de curcumina
parece ser mais eficaz do que doses mais altas, como observado no perfil da microbiota
intestinal e na resposta inflamatadria.

Palavras-chave: Curcumina. Prevencdo. Obesidade. Inflamagdo. Fitoterapia.
Microbiota intestinal



ABSTRACT

Silva, C. B. Lipid, inflammatory profile and gut microbiota of C57BL/6 mice fed a
high-fat diet submitted to supplementation with different doses of curcumin
[thesis]. Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto; 2022.

Data from the World Health Organization estimates that approximately 13% of the adult
world population are individuals with obesity. As a common cause of obesity, an
imbalance between energy intake and expenditure, results in an excessive accumulation
of body fat and low-grade chronic inflammation. Curcumin is found in the rhizome of
Turmeric longa L. Several studies have demonstrated the effects of this substance in
metabolic disorders, inflammation, and obesity. Thus, the aim of this study was to
investigate the effect of different doses of curcumin on the gut microbiota, on body
weight, on the lipid and glycid profile and on the inflammatory profile of mice fed a high-
fat diet. Fifty male mice were evaluated, which were divided into 5 groups of 10 animals
each: standard diet (SD), high-fat diet (HFD), high-fat diet with 50 mg/kg of body weight
of curcumin (HFDCS50), high-fat diet with 250 mg/kg of body weight of curcumin
(HFDC250) and high-fat diet with 500 mg/kg of body weight of curcumin (HFDCS500).
During the experimental period (12 weeks), food intake and body weight were assessed
weekly. The glucose tolerance test was performed 48 hours before euthanasia. At the
end of the experiment, the animals were euthanazied and blood, stool and tissue
samples were collected for biochemical, histological and molecular analysis. All analysis
considered a significance of 5% and were made by Kruskal-Wallis and ANOVA. When
observing the percentage of weight gain, the SD group had a lower gain when compared
to others and, although not different, the HFDC50 group had a lower gain (~16%)
compared to the HFD group. For brown adipose tissue, greater weight was observed in
the HFDC250 and HFDC50 groups had a greater weight of this tissue (43% and 29%,
respectively) compared to the HFD group. When analyzing the protein expression of IL-
10 in the epididymal adipose tissue, an increase was observed in the HFDC250 and
HFDC500 groups when compared to the HFD group. For TNF-a gene expression in the
liver and in the retroperitoneal adipose tissue, it was observed that the three doses
promoted a reduction when compared to the HFD group. As for IL-10, when analyzed in
the liver, there was an increase in doses of 50mg and 250mg compared to the HFD
group. An increase in M2 macrophage marker gene expression (MRC-1) was also
observed at 250mg and 500mg doses. Regarding the gut microbiota, at phylum level, for
Actinobacteria, the HFDC250 and HFDC500 groups had an increased abundance when
compared to the HFD group. For Proteobacteria, the HFDC50 group showed a decrease
in abundance (~49%) when compared to the HFD group. At gender level, a reduction in
Bacteroides was observed in the HFDC50 and HFDC500 groups compared to the HFD
group and an increase in Clostridium cluster XIVa was observed in the HFDC50 and
HFDC250 groups compared to the HFD group. In general, it can be concluded that the
effects of curcumin are possibly dose-dependent, specifically, a lower dose of curcumin
appears to be more effective than higher doses, as observed in the gut microbiota profile
and in the inflammatory response.

Key words: Curcumin. Prevention. Obesity. Inflammation. Phytotherapy. Gut
microbiota.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, houve uma rapida expanséo na prevaléncia mundial da
obesidade (WHO, 2018) e essa tem se caracterizado como uma epidemia mundial.
A literatura baseada em evidéncias descreve a obesidade como uma condigio
medica cronica de etiologia multifatorial, incluindo fatores genéticos, ambientais,
metabdlicos e comportamentais (Upadhyay et al., 2018).

De acordo com Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sobrepeso e
obesidade sdo definidos como acumulo anormal ou excessivo de gordura que
apresenta risco a saude. O indice de massa corporal (IMC) é um indice simples
de peso para altura e é utilizado de forma frequente para classificar o estado
nutricional de adultos e definir a presenca de sobrepeso e obesidade. Um
individuo com IMC entre 25 e 29,9 kg/m? apresenta excesso de peso e uma
pessoa € considerada com obesidade quando apresenta IMC maior ou igual a
30 kg/m? (WHO, 2018).

Além disso, a obesidade é resultante do desequilibrio energético a longo
prazo entre o excesso de calorias ingeridas e as poucas calorias gastas (modelo
de balanco energético — EBM, do inglés energy balance model). No entanto, a
literatura traz que esse modelo pode ser insuficiente para esclarecer a
pandemia de obesidade e, como alternativa, o modelo carboidrato-insulina (CIM,
do inglés carbohydrate-insulin model) tem sido investigado a fim de elucidar
melhor as alteragbes hormonais e metabdlicas em resposta a composicao da
dieta (Hill; Wyatt; Peters, 2013).

De acordo com o modelo CIM, um papel importante no armazenamento
de energia € exercido pela carga glicémica da refeicdo, uma vez que em uma
refeicdo composta de alimentos de alto indice glicémico, observa-se aumento
na insulina e redugdo do glucagon. Dessa forma, se a dieta apresenta alto
indice glicémico, € possivel notar respostas hormonais (insulina e outros
horménios) a esse tipo de dieta, ocasionando em aumento da deposi¢céo de
gordura corporal, o que consequentemente favorece um balango energético
positivo (Ludwig et al., 2021).

Dentre as complicagbes geralmente associadas a obesidade, a resisténcia
insulinica (RI), a dislipidemia, e a esteatose hepatica s&o extensivamente

pesquisadas e relatadas (Global Burden of Disease, 2017). Para a maioria dessas
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comorbidades, a perda de peso pode resultar em uma melhora significativa (Pi-
Sunyer, 2009; Kushner, 2014).

Dados da OMS mostraram que em 2016 mais de 1,9 bilhdes de adultos, com
18 anos de idade ou mais, estavam com sobrepeso e mais de 650 milhdes eram
obesos (WHO, 2018).

Estatisticas recentes revelam que em muitos pacientes, a obesidade exibe as
atribuicbes tipicas de um estado de doenga, que incluem sinais e/ou sintomas
especificos, fisiopatologia distinta, redugédo da qualidade de vida e aumento no risco
de complicagbes/mortalidade (Rubino et al., 2020).

Conceitos emergentes envolvem varios eventos patogénicos no
desenvolvimento e avango de complicacbes da obesidade, incluindo estresse
oxidativo e inflamagéao cronica de baixo grau (Skalicky et al., 2008).

Determinantes importantes da saude metabdlica sdo o IMC e a adiposidade
total. Entretanto, variaveis como distribuigdo de gordura corporal e fun¢gdo do tecido
adiposo comprometida, melhor predizem as alteragbes metabolicas relacionadas
com a obesidade, como a Rl (Goossens, 2017). A gordura subcutanea tem uma
correlagdo muito menor com o risco cardiometabdlico, quando comparada a gordura
visceral, que possui uma atividade metabdlica menos benéfica. A gordura hepatica
tem uma associagdo mais proxima com a RI. Embora essa gordura esteja
relacionada com a gordura visceral, seu efeito na resisténcia a insulina é
independente do tecido adiposo visceral (Muller et al., 2012; Mazzoccoli, 2016).

Existem dois tipos de tecido adiposo, cujas fungbes parecem ser claramente
distintas. O tecido adiposo branco (TAB) armazena as reservas de energia como
gordura, enquanto oxidagao lipidica para produzir calor é a fungdo metabdlica do
tecido adiposo marrom. Para preservar a homeostase energética € importante que
exista um equilibrio entre eles. O TAB apresenta diferentes perfis metabdlicos em
seus diferentes locais. Apesar da célula caracteristica do tecido adiposo ser o
adipocito, este ndo € o unico tipo celular presente no tecido adiposo, nem o mais
abundante (Rafols, 2014).

O TAB é conhecido como o maior 6rgdo de armazenamento de energia na
forma de triglicérides, que s&o mobilizados através do processo de lipdlise, para
fornecer substrato energético a outros érgéos e propiciar substratos ao figado para
gliconeogénese (glicerol) e sintese de lipoproteinas (acidos graxos livres). Além da

funcdo central de armazenamento de lipideos, esse oOrgdo também possui
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importante fungcdo enddcrina secretando varios horménios, como adiponectina e
leptina, e um conjunto de outras proteinas (adipocinas). Essas adipocinas
compreendem citocinas classicas, fatores de crescimento e proteinas da via
alternativa do sistema complemento. Ha uma lista crescente de adipocinas
envolvidas na inflamag&o, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a, do inglés tumor
necrosis factor-alpha), interleucina-13 (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-
8), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-12 (IL-12) (Large et al., 2004).

E bem estabelecido que a obesidade esteja associada a inflamac&o crénica
de baixo grau e a Rl (Gangarapu et al., 2014; Moran; Shanahan, 2014; Remely et
al., 2014). O tecido adiposo branco ¢é o tecido adiposo mais importante, uma vez que
exerce um papel central nesse estado inflamatoério (Raybould, 2012).

Ha um aumento da producdo de citocinas no tecido adiposo branco na
obesidade e, em seguida, uma infiltragdo de macrofagos (Little; Feinle-Bisset, 2011;
Shen; Obin; Zhao, 2013). Esta infiltracdo aumenta as citocinas pro-inflamatorias e,
por sua vez, induz a Rl (Kim et al., 2012). A resposta inflamatoria da obesidade leva
também a reducdo de adipocinas com propriedades anti-inflamatoérias, como a
adiponectina (Bull¢ et al., 2007).

A inflamagédo sistémica cronica na obesidade resulta da hipertrofia dos
adipocitos, ocasionando respostas imunes locais do tecido adiposo. Células
adiposas e os macrofagos infiltrados sdo as principais fontes de citocinas pro-
inflamatarias, principalmente a IL-6 e TNF-a, que participam do inicio da RI (Ouchi et
al., 2011; Kwon; Pessin, 2013). Ademais, essas adipocinas sdo consideradas fortes
indutoras da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive
oxygen species) (Fernandez-Sanchez et al., 2011; Kwon; Pessin, 2013). Niveis de
ROS aumentados podem estar envolvidos na ativagdo do fator nuclear kB (NF-kB,
do inglés fator nuclear kappa B), que por sua vez pode aumentar a expressao de
citocinas pro-inflamatorias (Morgan; Liu, 2011).

Observa-se também que o gene arginase-1 (Arg-1) tem sua expressao
aumentada em macrofagos M2. Gene esse que bloqueia a atividade da iNOS (do
inglés inducible nitric oxide synthase) por meio de diversos mecanismos, incluindo a
competicdo pelo substrato de arginina que € necessario para a produ¢ado de oxido
nitrico. De maneira geral, acredita-se que os macréfagos M2 colaborem no bloqueio
das respostas inflamatorias e na promogédo do reparo tecidual (Gordon; Taylor,
2005). Estudo realizado com animais mostrou que os macrofagos do tecido adiposo
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de camundongos magros exibiram atividade aumentada de Arg-1 quando
comparados a camundongos com obesidade (Lumeng; Bodzin; Saltiel, 2007).

Simultaneamente ao aumento exponencial da prevalécia de obesidade e de
suas comorbidades, tem aumentado a busca por medicamentos ou substancias que
possam prevenir e/ou tratar essas doengas.

Programas de intervengédo com foco na indugdo de um balango energético
negativo com dieta ou exercicio fisico, ou a associacdo de ambos, sao eficazes na
inducdo e manutencado da perda de peso a curto e médio prazo, mas perdem
eficacia a longo prazo (Bray et al., 2018).

Atualmente, os compostos bioativos naturais tém atraido atencédo significativa
devido ao fato de terem menos efeitos adversos e possuirem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, contra varios disturbios e complicagdes
observados na obesidade e no diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Arulselvan et al.,
2016; Yeh et al., 2017).

Dentre essas substancias, destaca-se a Curcuma longa L. (curcuma),
monocotileddnea pertencente a familia Zingiberoidae da subordem Zingiberaceae
(Figura 1).

Figura 1 - Planta de Curcuma longa L. mostrando rizoma e caule.

Fonte: Brasil Escola’.

'Disponivel em: <https://brasilescola.uol.com.br/saude/curcuma.htm>. Acesso em: nov. 2020.
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Popularmente conhecida como acafrdo-da-terra, agafrdo-da-india e gengibre
amarelo. De origem asiatica, € uma erva aromatica e da raiz (rizoma) seca e moida
extrai-se o pd, sendo o rizoma a parte principal utilizada para fins culinarios e
medicinais (Mata et al., 2004), e exerce atividades multiplas contra varias doencgas,
incluindo obesidade e DM2 (Kunnumakkara et al., 2017; Rivera-Mancia; Truijillo;
Chaverri, 2018). A cor amarela da curcuma é devida, principalmente, a presenca de
curcuminoides polifendlicos (He et al., 2015).

O composto de curcuma contém carboidrato (69,4%), proteina (6,3%),
gordura (5,1%), mineral (3,5%) e umidade (13,1%) (Prasad et al., 2014).

A esséncia das raizes de acafrao-da-terra, pulverizadas por secagem,
também contém Oleos essenciais (em especial, zingibereno) e lactonas
sesquiterpénicas (arturmerona e turmerona) e os curcumindides. A composig¢ao de
curcumindides € de  aproximadamente 70% de  curcumina, 17%
desmetoxicurcumina, 3% de bisdesmetoxicurcumina e o restante (10%) € chamado
ciclocurcumina, recentemente identificada. No entanto, esse ultimo tem sido
associado a baixa ou nenhuma atividade biolégica (Trujillo et al., 2013; Adiwidjaja;
Mclachlan; Boddy, 2017; Stani¢, 2017), além de conter também Oleos volateis
(natlantone, turmerona e zingibereno), proteinas, minerais, carotenoides, agucares e
resinas (He et al., 2015).

Embora os trés curcumindides possuam atividade bioldgica, a maioria dos
estudos apontam a curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona) como sendo o componente mais ativo da Curcuma longa L., com evidéncia
para a sua atividade antioxidante (Kumar et al., 2010). Em contrapartida, os demais
curcumindides tém sido menos estudados de forma isolada e, dessa forma,
continuam incertas as suas possiveis atividades antioxidantes (Noorafshan; Ashkani-
Esfahani, 2013; Camatari, 2017).

A curcumina apresenta dois grupos metoxila, a demetoxicurcumina contém
apenas um grupo e a bisdemetoxicurcumina n&do apresenta nenhum grupo
(Krishnaswamy, 2008; Jurenka, 2009) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos pigmentos curcumindides isolados do rizoma da
Curcuma longa L.
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Fonte: Adaptado de Xu et al, 2018.

Os curcuminoides tém baixa solubilidade em solugédo aquosa, o que contribui
para uma baixa biodisponibilidade, fazendo com que eles sejam pouco absorvidos e
tenham rapida metabolizagdo (Naksuriya et al., 2014). Apos administragcao oral de
curcumina em dose unica de 1g/kg de peso corporal, apenas quantidades
despreziveis de curcumina livre foram encontradas no plasma de ratos e cerca de
75% foram excretadas nas fezes, o que sugere ma absor¢do no intestino
(Wahlstrom; Blennow, 1978).

Além da forma de administragcdo, o pH € outro fator que interfere na
biodisponibilidade da curcumina. Em condi¢des neutras basicas (pH varia de 7 a 10),
mais de 90% da curcumina é degradada (Wang et al.,, 1997). Embora apresente
baixa absorcao e seja suscetivel a sofrer alteragdes estruturais pelo pH, a curcumina
livre foi encontrada em diferentes tecidos, como por exemplo, hepatdcitos, que
podem reduzir a curcumina em hexa-hidrocurcumina e hexa-hidrocurcuminol (Ireson
et al., 2001).

Garcea et al. (2004) observaram que no figado foram encontrados vestigios
de curcumina e seus metabdlitos. Além disso, a curcumina é biotransformada em
glucoroneto de curcumina, sulfato de curcumina, tetra-hidrocurcuminae hexa-
hidrocurcumina no trato intestinal de humanos e roedores.

Apesar de apresentar baixa absorcdo, ha estudos clinicos e em animais
relatando algum efeito da curcumina em doengas metabodlicas, como a RI
(Eshaghian et al., 2018; Thota; Acharya; Garg, 2019), e sugerem fortemente que a
curcumina e seus metabdlitos podem ser candidatos a intervengédo farmacologica
nesse tipo de doenga. O fato de o figado e o intestino estarem envolvidos no
metabolismo da curcumina, sugere que esses 6rgdos sdo 0s principais alvos dessa
substancia. Contudo, metabdlitos variados ainda podem atuar em vias metabdlicas
de outros tecidos, interferindo na saude e na doenca (Jurenka, 2009; Prasad; Tyagi;
Aggarwal, 2014).
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Embora sua baixa biodisponibilidade ja ser relatada, algumas discussdes a
esse respeito tém sido realizadas nos ultimos anos, pois, mesmo sendo de baixa
absorcdo, rapido metabolismo e eliminagao sistémica, sabe-se que a curcumina é
uma molécula lipofilica e com isso, rapidamente permeavel entre as membranas
celulares, tendo, assim, importante utilizagdo e atividade biolégica em nivel celular
(Noorafshan; Ashkani-Esfahani, 2013).

A curcumina possui propriedades anti-inflamatorias (Arulselvan et al., 2016),
antitumoral e antioxidante (Kalpana; Rajasekharan; Menon, 2005). E uma
substancia polifendlica lipofilica (Jurenka, 2009), sendo comumente classificada
como constituinte mais ativo e ha muito tempo, € usada como medicamento natural
para o tratamento de doencgas inflamatorias (Sharma; Gescher; Steward, 2005;
Deogade; Ghate, 2015). Como ja mencionado, n&o é soluvel em agua e em pH
acido e neutro, mas é soluvel em acetona, metanol e etanol (Goel; Kunnumakkara;
Aggarwal, 2008; Jurenka, 2009).

Acredita-se que a peroxidagdo mediada por radicais livres dos lipidios de
membrana e o dano oxidativo de DNA e proteinas estejam associados a uma
variedade de doencas crbénicas, como cancer, aterosclerose, doencas
neurodegenerativas e envelhecimento (Sudheer et al., 2005). Também é relatado
que a curcumina exerce uma funcéo indispensavel contra doencas mediadas por
estresse oxidativo (Xu et al., 2016).

A curcumina, com sua estrutura de polifenol, é capaz de modular de forma
efetiva os alvos moleculares que tém um papel na patogénese de muitas doencgas
(Figura 3). Desempenha uma fung&o importante na regulagdo de citocinas, enzimas,
fatores de transcrigcéo, fatores de crescimento, receptores, moléculas metastaticas e
apoptoticas em quase todas as fases do desenvolvimento de muitas doencas
(Shehzad; Lee, 2010; Baliga et al., 2012; Prasad et al., 2014). Também inibe as vias
de sinalizagdo, como o NF-kB e vias de co-receptor do receptor 4 do tipo Toll-2 da
proteina de diferenciacdo mielbide, ativa receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma tipo gama (PPAR-y, do inglés peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) e bloqueia a produc¢do de citocinas pré-inflamatoérias, como TNF-a
e IL-1B (Ghosh; Banerjee; Sil, 2015; Xu et al., 2018).
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Figura 3 - Alvos moleculares modulados pela curcumina.
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Fonte: Ghorbani; Hekmatdoost; Mirmiran, 2014.

A curcumina também pode modular a ativacdo de células-T, células-B,
macrofagos, neutrofilos, célula natural killer e células dendriticas. Em doses baixas,
pode aumentar as respostas de anticorpos. Desse modo, sugere-se que seu efeito
anti-inflamatério se deva, em parte, a sua capacidade de “sequestrar’ espécies
reativas de oxigénio em situacbes de estresse oxidativo celular (Basnet; Skalko-
Basnet, 2011).

Nos ultimos 10 anos, uma ampla quantidade de estudos sobre os efeitos
benéficos da curcuma e curcumina foram publicados, e tem-se evidenciado
repetidamente que esta substancia natural, além de possuir potenciais efeitos anti-
obesidade e anti-inflamatorios, suprime o ganho de peso. (He et al., 2015; Ding et
al., 2016; Kunnumakkara et al., 2017; Jin et al., 2018).

Devido a sua estrutura inclinada, a metoxilagdo de alto nivel e hidrogenagao
de baixo nivel, a curcumina tem uma propriedade que eleva a atividade de
eliminagao de radicais livres. (Devassy; Nwachukwu; Jones, 2015).

A Food and Drug Administration aprovou a curcumina como um composto

“‘geralmente reconhecido como seguro” e um ensaio clinico relatou que essa
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substancia € bem tolerada e segura em doses tao altas como 4.000 a 8.000 mg/kg
por dia (Tsuda, 2018).

Estudo realizado por Ding et al. (2016) demonstrou que camundongos
C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica (DH) (60% de gordura) e tratados com
curcumina (80 mg/kg) por 12 semanas, apresentaram menor ganho de peso quando
comparados a camundongos alimentados com a mesma dieta, mas ndo tratados
com curcumina.

Ejaz et al. (2009) evidenciaram que a curcumina pode ter propriedades anti-
obesidade. Camundongos que receberam DH com 500 mg de curcumina/kg por 12
semanas apresentaram uma alta reducdo da densidade de microvasos no tecido
adiposo, juntamente com a redugdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés vascular endothelial growth fator) e do receptor do fator de
crescimento endotelial vascular 2 (VEGF-R2, do inglés vascular endothelial growth
fator receptor 2), fatores cruciais para o desenvolvimento da angiogénese.

Miyazawa et al. (2018) forneceram DH por 23 semanas, seguida de restrigdo
calodrica (10 e 20%) e suplementacdo com curcuma, piperina, ambas ou nenhuma
delas. Em comparagdo aos demais grupos, camundongos obesos que sofreram
restricdo caldrica e receberam curcuma e piperina perderam mais gordura. E
possivel que a DH associada com restricdo caldérica e com a curcuma e piperina,
aumente a perda de gordura corporal e suprima a inflamagao induzida por essa
dieta.

Pararelamente, embora muitos fatores tenham sido implicados no aumento da
prevaléncia da obesidade, sucessivos indicios apoiam um importante papel de
alteragcdes no microbioma intestinal como um mediador da obesidade, bem como
atribuicdo nos mecanismos patogénicos também pela inflamacgao sistemica, hepatica
e do tecido adiposo (Blaser, 2014; Okeke; Roland; Mullin, 2014; Bouter et al., 2017).

A microbiota intestinal (Ml) €& definida como comunidade ecologica de
comensal, simbidtico e microorganismos patogénicos presentes no organismo ou
microbioma (sequéncia completa do genoma da comunidade microbiana)
(Turnbaugh et al., 2007; NIH HMP Working Group, 2009).

De acordo com Tringe et al. (2005), o microbioma é formado principalmente
por bactérias, mas também se compde de fungos, leveduras, virus, protozoarios e

arqueias que vivem em nosso corpo, sendo que cada regido particular corresponde
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a um compartimento altamente especializado e caracterizado pelos seus proprios
clusters microbianos, dindmica da sociedade e interagdo com o tecido hospedeiro.

O intestino adulto abriga aproximadamente 100.000.000.000.00 (10") e pode
ter em torno de 1.200 espécies bacterianas importantes (Sender; Fuchs; Milo, 2016).
A MI adulta é tomada por dois filos, Firmicutes e Bacteroidetes, que classificam
cerca de 90% de todas as espécies bacterianas no intestino (Tsukumo et al., 2009)
das 70 divisbes conhecidas, dividindo espago com outros filos como Actinobacteria,
Proteobacteria e Verrucomicrobia, que se apresentam em menor abundancia
(Turnbaugh et al.,, 2006). Arqueias metanogénicas, principalmente
Methanobrevibacter smithii também compdem a MI (Korecka; Arulampalam, 2012)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Principais filos e géneros encontrados na microbiota intestinal humana.

Divisao Filo Géneros Representativos

Ruminococcus

Clostridium
Firmicutes Peptoestreptococcus

Lactobacillus

Enterococcus

Bacteroidetes Bacteroides

Bactéria
Prevotella

Xylanibacter

Desulfovibrio

Proteobacteria Escherichia

Helicobacter

Actinobacteria Bifidobacterium
Collinsella

Archea Euryarcheota Methanobrevibacter

Fonte: Adaptado de DiBaise et al., 2008.

Bacteroidetes e Firmicutes sdo bactérias encontradas no intestino delgado e
grosso, especialmente no colon. O filo de Bacteroidetes é encontrado n&o s6 na Ml

de humanos, mas também em outros animais. A maioria das Firmicutes apresenta
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uma parede celular e deste modo, ao contrario das Bacteroidetes que sdo gram-
negativas, estas sdo gram-positivas (Pistelli; Costa, 2010).

Estudo realizado por Wu et al. (2011) mostrou que dieta rica em gorduras
saturadas esta associada a uma prevaléncia de Bacteroidetes e Actinobacteria,
enquanto dieta rica em carboidratos e acucares simples a uma prevaléncia de
Firmicutes e Proteobacteria.

A associagao entre a Ml e o peso corporal tem sido amplamente estudada.
Estudos demonstraram que roedores e humanos magros e com excesso de peso
podem apresentar diferencas na composi¢cdao de sua MI (Gérard, 2016; Saad;
Santos; Prada, 2016).

Diversos estudos, nos ultimos 17 anos, mostraram que modificar a Ml de
ratos e camundongos usando, por exemplo, prebioticos (Gibson et al., 2017) reduz o
ganho de peso corporal e o aumento da massa gorda e melhora o metabolismo da
glicose (Cani; Dewever; Delzenne, 2004; Cani et al., 2006; Cani et al., 2009).
Contudo, o primeiro estudo prova de conceito usando camundongos livres de
germes (GF, do inglés “germ-free”) isto €, camundongos que s&o desprovidos de
quaisquer microrganismos, foi encontrada apenas em 2006 por Turnbaugh et al.,
certificando que a transferéncia da microbiota de camundongos com obesidade
genética (ob/ob) para camundongos GF levou a um maior ganho de peso e massa
gorda (Turnbaugh et al., 2006). Essa ligagdo também foi constatada com a Ml de
roedores com obesidade induzida por dieta (Turnbaugh et al., 2008; Everard et al.,
2014) e também com a microbiota de humanos com obesidade (Ridaura et al.,
2013).

As dietas hipercaldricas, além de modificarem a composicdao da MI,
influenciam para uma disfungdo do intestino que, subsequentemente, resulta em
inflamacdo da gordura visceral e desregulagdo metabdlica sistémica. Uma
“microbiota obesogénica” pode alterar a fungdo hepatica estimulando a sintese de
triglicerideo hepatico e modulando o metabolismo lipidico sistémico, o que influencia
de forma indireta o armazenamento de acidos graxos no figado (Arslan, 2014).

Muitos estudos (Ley et al., 2005; Ley et al.,, 2006; Turnbaugh et al., 2006)
apontam para uma diminui¢do relativa na abundancia de Bacteroidetes juntamente
com um aumento relativo nos Firmicutes como uma caracteristica da “microbiota

obesogénica®”, outros na&o encontraram mudangas notaveis na composicao
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microbiana entre os dois grupos e alguns até relataram descobertas inversas
(Schwiertz et al., 2010).

Estudo realizado por Ley et al. (2006) verificou que individuos com obesidade
possuem maior concentracdo de Firmicutes e menor de Bacteroidetes em relagao a
individuos com peso ideal. Por outro lado, estudos clinicos demonstraram que a
diminuicdo da relagdo Firmicutes/Bacteroidetes esta diretamente relacionada a
perda de peso (Ley et al., 2006; Sekirov et al., 2010; Minemura; Shimizu, 2015).

Essas mudancgas afetam o potencial metabdlico da Ml de ratos, onde a
microbiota do obeso tem uma maior capacidade de extrair energia a partir da dieta.
Os mesmos autores observaram que a adigdo de uma microbiota de camundongos
obesos em camundongos GF, apos duas semanas, originou um aumento
significativamente maior na gordura corporal se comparados a adi¢ao da microbiota
de camundongos magros. Porém, os resultados sdo divergentes, destacando a
necessidade de se concentrar mais em espécies especificas dentro desses grupos,
em vez de compara-los somente no nivel do filos.

O fato de que a composi¢cdo pode ser diferente entre humanos magros e
obesos apoiou a hipdétese da influéncia da MI na fisiopatologia da obesidade
(Tsukomo et al., 2009). Alguns estudos tém associado a M| ao estado inflamatorio
que ocorre na obesidade (Cani; Delzenne, 2007).

Além do papel da MI na regulacdo da energia, estudos em camundongos
relacionaram a M| a patogénese da Rl e a inflamag¢ao na obesidade. Camundongos
colonizados com material obtido do ceco de camundongos convencionalmente
criados, além de maior quantidade de gordura corporal, parecem também dispor de
mais marcadores inflamatorios como interleucina-1 (IL-1), TNF-a, proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1, do inglés monocyte chemoattractant protein-1),
IL-6, maior intolerancia a glicose e RIl, ao serem comparados a camundongos GF.
Animais com dietas ricas em gorduras e pobres em fibras (“western diets”) também
podem ter situag&o parecida (Backhed et al., 2004).

Nos ultimos anos, ha ampla evidencia apoiando as associagdes entre Ml e
suplementagcdo de curcumina. Curiosamente, apds a administracdo oral ou
intraperitoneal, a curcumina se distribui e acumula preferencialmente no intestino e,
dessa forma, pode exercer efeito regulador na MI, afetando a riqueza, diversidade e
composi¢cdo microbiana, favorecendo o crescimento de bactérias benéficas e

limitando o crescimento de bactérias patogénicas (Figura 4) (Shen; Ji, 2016).
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Figura 4 - Interages entre a curcumina e a microbiota intestinal.
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Fonte: Di Meo et al., 2019.

Feng et al. (2017) forneceram DH por 12 semanas e logo apos administraram
via gavagem 200mg/kg de curcumina por 4 semanas. Ao final do experimento
encontraram que a suplementagao de curcumina melhorou a integridade da barreira
intestinal e alterou a composicao da M.

Shen, Liu e Ji (2017) investigaram os efeitos reguladores da administragdo de
curcumina através de gavagem na microbiota intestinal de camundongos C57BL/6.
Os resultados indicaram que a administracdo de curcumina tendeu a diminuir a
rigueza e diversidade microbiana, mas sem diferengas significativas entre os grupos
controle e curcumina. No entanto, a administragdo de curcumina teve efeito
significativo na abundéncia de varias familias bacterianas representativas em
comunidades microbianas intestinais como Prevotellaceae, Bacteroidaceae e
Rikenellaceae (Shen; Liu; Ji, 2017).

Estudo realizado por McFadden et al. (2015) que exploraram os efeitos
modulativos da administragcao de curcumina na MI durante a colite, encontraram que
essa substancia poderia aumentar a riqueza da M|, aumentar a propor¢gdo da ordem
de Lactobacillales (ordem de bactérias que compdem as bactérias do acido lactico) e
diminuir a proporgéo da ordem de Coriobacterales. Todos esses achados sugeriram
que os beneficios da curcumina na tumorigénese estavam relacionados a
manutencédo de uma ecologia microbiana colénica mais diversificada (McFadden et
al., 2015).

Além disso, também foi descrito que os efeitos benéficos da administragcado da
curcumina atuam através da melhoria da funcdo da barreira intestinal em doencgas

metabdlicas. Nos ultimos anos, a associagdo entre lipopolissacarideos (LPS) e
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doencas metabdlicas tem sido relatada em muitos estudos (Genth-Zotz et al., 2002;
Cani et al., 2007; Creely et al., 2007; Pendyala; Walker; Holt, 2012).

Ghosh et al. (2014) evidenciaram que a suplementagdo de curcumina pode
atenuar de forma consideravel o nivel de aumento de LPS no plasma induzido pela
dieta ocidental. Esses dados indicam que a suplementagdo de curcumina é uma
potente estratégia terapéutica para melhoria da fungdo da barreira intestinal e
prevengao de doengas metabdlicas (Ghosh et al. 2014).

Estudo recente, similar ao anterior, encontrou que a administragdo de
curcumina provocou melhora da funcdo da barreira intestinal, modulando a
sinalizagdo intracelular e a organizacdo de jungbes de oclusdo (tight junctions)
(Wang; Ghosh; Ghosh, 2017).

Todos esses estudos apontam que a curcumina pode prevenir doencas
metabdlicas através de um potencial mecanismo de agéo envolvido na regulagao da
funcao da barreira intestinal.

Apesar das relagcbes de causa e efeito da Ml com a obesidade ainda nao
serem claras, a M| pode participar do metabolismo energético através da
metabolizacdo de energia a partir da dieta, regulagcdo do armazenamento de
gordura, regulacao da lipogénese ou regulagdo da oxidagédo de acidos graxos. Além
disso, diferencas na composicdo da microbiota intestinal em humanos e
camundongos obesos sugerem que diferentes microrganismos ou comunidades
podem influenciar o peso corporal. A disbiose (composi¢do microbiana alterada do
intestino) associada com outros fatores genéticos e ambientais, pode contribuir para
os disturbios metabdlicos do hospedeiro, resultando em muitas doengas (Gérard,
2016; Harakeh et al., 2016).

Em decorréncia da progressdo dos disturbios associados ao desequilibro da
MI (disbiose ou disbacteriose), tem-se despertado interesse de varios grupos de
pesquisa em estudar as suas possiveis interferéncias na saude. As pesquisas tém
sido focadas na compreensdo da intima relagdo entre a MI, dieta, metabolismo e
sistema imunolégico e assim permitir o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas baseadas na modulacao da Ml para tratar ou prevenir a obesidade.

Dessa forma, diante da ampla variacdo de doses e resultados discrepantes na
literatura, buscou-se com esse estudo investigar como diferentes e quais doses de

curcumina poderiam atuar na prevencao do ganho de peso, na modulagdo da
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microbiota intestinal, na melhora do perfil pré e anti-inflamatério, no perfil lipidico e

glicidico de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.
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2 JUSTIFICATIVA

A curcuma é uma substancia com inumeros beneficios comprovados na
literatura, mas que vem sendo utilizada sem efetivo controle da definicdo de uma
dosagem que promova beneficios a saude de forma segura. Além disso, os
mecanismos relacionados aos seus efeitos ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Assim, este estudo sugeriu a investigagdo de crescentes doses da
suplementagao da curcumina com o objetivo de avaliar se os resultados promovidos
por essa substdncia sado dose-dependente. Portanto, foi avaliado o efeito da
suplementagdo da curcumina na prevenc¢ao do ganho de peso, na modulagcdo da
microbiota intestinal, no perfil pr6 e anti-inflamatério e na prevengao da disglicemia e

da dislipidemia em animais alimentados com dieta hiperlipidica.
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3 HIPOTESE

A suplementacdo de curcumina promovera um efeito dose-dependente na
prevengao do ganho de peso, na modulagado da microbiota intestinal, no perfil pré e
anti-inflamatodrio e no perfil lipidico e glicidico de animais alimentados com dieta

hiperlipidica.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito de diferentes doses de
curcumina na microbiota intestinal, no peso corporal, no perfil lipidico e glicidico e no

perfil pré e anti-inflamatério de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a abundancia relativa dos filos Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria e Proteobacteria e dos géneros E. coli, Bacteroides,
Clostridium cluster XIVa e IV na microbiota intestinal entre os grupos controle
e tradados;

e Analisar as modificagdes de expressao génica do perfil pré-inflamatério (IL-6 e
TNF-a) e anti-inflamatério (IL-10) nos tecidos hepatico e adiposos
retroperitoneal e epididimal por meio da técnica de PCR real time entre os
grupos controle e tratados;

e Analisar as modificagdes de expressao génica do perfil pro-inflamatorio (TLR-
4 e MCP-4) e anti-inflamatério (MRC-1 e Arg-1) no tecido adiposo epididimal
por meio da técnica de PCR real time entre os grupos controle e tratados;

e Analisar as modificacbes de expressao proteica do perfil pro-inflamatério
(TNF-a e IL-17) e anti-inflamatorio (IL-10) no tecido adiposo epididimal entre
0s grupos controle e tratados;

e Avaliar histologicamente os efeitos da dieta hiperlipidica e das diferentes
doses de curcumina no pancreas, figado e intestino entre os grupos controle
e tratados;

e Avaliar o perfil metabdlico por meio de analise dos niveis séricos de colesterol
total e fragdes (HDL, LDL), de triglicerideos, além de glicemia, insulina e
indice aterogénico entre os grupos controle e tratados;

e Avaliar o teor de gordura hepatica entre os grupos controle e tratados;

e Verificar a tolerancia a glicose por meio do teste de tolerancia a glicose (GTT)
entre os grupos controle e tratados;
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Comparar peso de pancreas, tecido adiposo epididimal, retroperitoneal,
marrom e figado entre os grupos controle e tratados;

Aferir peso corporal para mensurar ganho ou perda de peso entre 0os grupos
controle e tratados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, em 2017, protocolo n° 089/2017 e
iniciado somente apds aprovagao (Anexo A).

Foi realizado um estudo experimental, longitudinal, no qual foram estudados
50 camundongos machos C57BL/6, 30 dias apO6s o nascimento, provenientes do
Biotério Central da Universidade de Sao Paulo, campus Ribeirdo Preto, e separados
em 5 grupos com 10 animais cada, buscando homogeneizar por peso. O
organograma de divisdo dos grupos e tempos de tratamento esta ilustrado na figura
5.

Figura 5 - Organograma de diviséo dos grupos e tempos de tratamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2 Tratamento dos animais

Os animais foram mantidos em caixas plasticas em polipropileno a
temperatura de 25+1°C em ambiente com ciclo de luminosidade de 12 horas (7h as
19h) com agua e ragdo padrdo (Nuvilab CR-1) ad libitum por um periodo de
adaptacao de 1 semana.

Apés a primeira semana de adaptagdo, os grupos foram divididos em 2
subgrupos de 10 e 40 camundongos em cada, permanecendo nessa divisdo por
mais uma semana.

1. Dieta padréo (dieta controle AIN-93G) (DP, n=10): animais que receberam
dieta controle.

2. Dieta hiperlipidica (AIN 93 HF - high fat 60%) (DH, n=40): animais que
receberam dieta hiperlipidica purificada.

Posteriormente as duas semanas de adaptagdo, os grupos foram
randomizados e divididos em 5 grupos de 10 camundongos em cada, sendo:

Grupo 1. Dieta padrao (dieta controle AIN-93G) (DP, n=10): animais que
receberam dieta padrdo e gavagem apenas com o veiculo (CMC 1%);

Grupo 2. Dieta hiperlipidica (AIN 93 HF 60%) (DH, n=10): animais que
receberam dieta hiperlipidica purificada e gavagem apenas com o veiculo (CMC
1%);

Grupo 3. Dieta hiperlipidica purificada (AIN 93 HFD 60%) e extrato de
curcumina (DHC50, n=10): animais que receberam dieta hiperlipidica e
suplementados com extrato de curcumina em concentracdo de 50mg/kg de peso/dia
(em CMC 1% por gavagem);

Grupo 4. Dieta hiperlipidica purificada (AIN 93 HFD 60%) e extrato de
curcumina (DHC250, n=10): animais que receberam dieta hiperlipidica e
suplementados com extrato de curcumina em concentracdo de 250mg/kg de
peso/dia (em CMC 1% por gavagem);

Grupo 5. Dieta hiperlipidica purificada (AIN 93 HFD 60%) e extrato de
curcumina (DHC500, n=10): animais que receberam dieta hiperlipidica e
suplementados com extrato de curcumina em concentragdo de 500mg/kg de
peso/dia (em CMC 1% por gavagem).
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5.3 Composigao das dietas, analise do consumo alimentar e suplementagao

As dietas foram obtidas comercialmente da PragSolugdes (Jau — SP, Brasil),
cujas composicdes estao especificadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Composigao quimica das dietas hiperlipidica (AIN 93 HF 60%) e padrao
(AIN-93G) em 1000g.

Ingredientes DP3 DH*

glkg kcal g/kg kcal
Amido de milho 400 1600 - -
Farelo da soja 305 1220 - -
Amido dextrinizado 95 380 - -
Proteina da soja - - 188,6 754,4
Carboidratos (amidos, sacarose) - - 346,5 1386
Sacarose 80 320 - -
Oleo de soja 30 270 40 360
Banha 10 90 300 2700
Fibra - - 50 -
Celulose microcristalina 31,7 - - -
Mix de mineral (AIN 93)" 35 - 616 -
Mix de vitamina (AIN 93)? 10 40 10 40
L cistina 1,8 7,2 1,8 7,2
Colina 1,5 - 1,5 -
BHT 0,014 - 0,06 -
Total 1000 3927 1000 5248

"Mistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl — 139,3 / KI — 0,79 / MgS04.7H20 - 57,3 / CaCO3 -
381,4 / MnS04.H20 - 4,01 / FeS04.7H20 — 27,0 / ZnS0O4.7H20 - 0,548 / CuS0O4.5H20 - 0,477 /
CoCI2.6H20 - 0.023 / KH2PO4 - 389,0.

?Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol — 0,6 / Colecalciferol — 0,005/ Acido p-
aminobenzoico — 10,00 / I-Inositol — 10,00 / Niacina — 4,00 / Pantotenato de célcio — 4,00 / Riboflavina
— 0,80/ Tiamina HCI — 0,50 / Piridoxina HCI — 0,50 / Acido félico — 0,20 / Biotina — 0,04 / Vitamina B12
— 0,003 / Sacarose — g.s.p. 1000. / Colina — 200,0 / a-Tocoferol — 6,7.

3Dieta padrao (DP): 75,09% de carboidratos, 15,03% de proteinas e 9,88% de lipidios, calculados
sobre o valor calérico total.

“‘Dieta hiperlipidica (DH): 27,17% de carboidratos, 14,52% de proteinas e 58,31% de lipidios,
calculados sobre o valor calérico total.

BHT: hidroxitolueno butilado, do inglés butylated hydroxytoluene.

Os animais foram alimentados com as dietas previamente apresentadas
(tabela 1) durante 12 semanas. E para os grupos suplementados (3, 4 e 5), foi feita a
adicdo de curcumina (Ref: C1386 Sigma - Aldrich — Curcumin from Curcuma longa
(Turmeric), pureza 75% - HPLC) (figura 6), por gavagem nas diferentes dosagens.
Nos grupos controle (1 e 2), a gavagem foi feita apenas com o veiculo (CMC 1%).
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O volume ideal da gavagem para o animal é 1% do peso corporal, como
exemplo, um animal de 20g pode receber 0,2 ml/dia (UBC Animal Care Guidelines,
2012). A capacidade total de seringa utilizada (insulina) € de 100 unidades (1 mL) e
dessa forma, as doses administradas foram ajustadas e concentradas em 20
unidades (0,2 mL). Considerando que o peso do animal ultrapassa as 20g com o
decorrer do experimento, podendo chegar até aproximadamente 35 a 40g, a

guantidade de volume administrado n&o ultrapassou o recomendado.

Figura 6 - Agulha curva de aco inox BD-10 utilizada na gavagem e curcumina
utilizada na suplementacgéo (Ref: C1386 Sigma — Aldrich).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A respeito das kcal ingeridas, considerou-se, entdo, a equivaléncia de 3,927
kcal para cada 1g consumido de dieta padrao e 5,248 kcal para cada 1g consumido
de dieta hiperlipidica.

A dieta oferecida semanalmente foi fracionada em pequenas porcoes
pesadas e acondicionadas em comedouro especifico. A sobra foi pesada para ser
calculada a quantidade final de alimento ingerido. O consumo pelos animais de cada
grupo foi avaliado diariamente e uma estimativa do consumo individual foi realizada
através da divisdo do consumo total pelo numero de animais contidos na caixa. Os
valores sao apresentados de acordo com a média semanal de ingestao.

A agua oferecida foi renovada diariamente.
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5.4 Avaliagao ponderal

Durante 12 semanas, o0s animais foram acompanhados por meio do
levantamento de medidas de peso pré-tratamento e a cada semana. A balanga utilizada
foi digital com capacidade maxima para 15 kg (Filizola S. A., Sdo Paulo, Brasil). O
percentual do ganho de peso foi calculado a partir da diferenga entre o peso final e
inicial. Para o calculo da porcentagem de ganho de peso, utilizou-se a equacgao:

[(peso final —peso inicial)] x 100

peso inicial

5.5 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste de tolerancia a glicose (GTT, do inglés glucose tolerance test) foi
realizado 48 horas antecedentes a eutanasia, apos jejum de 10 a 12 horas, sendo a
primeira coleta de sangue no tempo 0’ por meio de uma incisdo na extremidade
caudal do animal. Subsequentemente, foi administrada, via intraperitoneal, uma
solugdo de glicose na dose de 1mg/g peso do animal, segundo protocolo
desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa. Posteriormente, a coleta de sangue
para leitura da glicemia foi realizada nos tempos 30°, 60’ e 120’ ap6s administragao
de glicose (Silva et al., 2020). As concentragbes de glicose foram determinadas
através de glicosimetro Accu-Chek (Accu-chek Performa Roche, Mannheim,
Alemanha), de acordo com as especificacbes do fabricante. A partir do GTT, foi
construida a curva glicémica e verificada a area sob a curva (AUC, do inglés area

under the curve), no software GraphPad Prism.

5.6 Eutanasia dos animais

Ao final do periodo experimental, os animais foram privados de alimentagao
por 8 horas e posteriormente, eutanasiados por decapitacdo. Nesse momento,
houve coleta de amostras sanguineas que foram prontamente centrifugadas a
3500rpm, a 4°C durante 15 minutos para obtencdo do soro e o mesmo foi
armazenado em freezer a -70°c para posterior dosagem de glicemia, insulina e

lipidograma. Durante a eutanasia, também foram coletadas amostras de tecido
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hepatico, tecido adiposo epididimal, tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo
marrom e tecido pancreatico, os quais foram pesados, colocados em tubos do tipo
eppendorf e imediatamente mantidos em nitrogénio liquido até o termino da
eutanasia, quando foram conservados em freezer -70°C. Fragmentos de tecido
hepatico, pancreatico e intestino foram separados em tubos do tipo eppendorf
contendo uma solugao de formol 10% para analise histolégica. Fragmentos de tecido
hepatico e adiposo retroperitoneal e epididimal foram separados em tubos do tipo
eppendorf contendo TRIzol® para andlise da expressdo génica de citocinas.
Fragmentos de tecido adiposo epididimal foram separados em tubos do tipo
eppendorf contendo inibidor de protease para analise da expressado proteica das
citocinas. Além disso, fragmentos de tecido hepatico também foram separados em
tubos do tipo eppendorf para dosagem de gorduras hepaticas totais.

5.7 Microbiota intestinal

Apos a eutanasia, para avaliar a abundancia relativa dos filos da microbiota
intestinal, foi realizada a coleta fecal simples das fezes integras e estéreis,
localizadas na parte final do intestino (reto), e transportadas imediatamente para um
microtubo estéril, a fim de evitar contaminacdo da amostra. As amostras de fezes
foram mantidas imersas no gelo até o término da eutanasia para posterior
armazenamento. A pingca usada para coleta dessas amostras foi exclusiva e
separada dos demais materiais. Para a PCR quantitativa de bactérias dos filos e

géneros das amostras fecais, elas foram congeladas até a sua utilizagao.

5.7.1 Quantificagao de DNA bacteriano por PCR quantitativo

O DNA do conteudo fecal foi obtido usando o Kit DNeasy® PowerSoil®
(Qiagen, Hilden, Alemanha). A PCR quantitativa de bactérias dos filos Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria e dos géneros E.coli, Bacteroides,
Clostridium cluster XIVa e Clostridium cluster |V foi realizada utilizando primers de
genes universal (eubacteria) ou especificos para os diferentes filos e géneros. A
sequéncia de primers esta descrita na Tabela 3 (Huijsdens et al., 2002; Van Dyke;
McCarthy, 2002; Layton et al., 2006; Miranda et al., 2019; Bukina et al., 2020). As
diferencas (ACT) entre os valores do limiar do ciclo (cT) de eubacterias e grupos
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bacterianos especificos foram usadas para obter niveis normalizados de cada grupo
bacteriano (2-ACT). A abundancia relativa de cada grupo bacteriano foi obtida apods

a normalizagdo com os grupos controle.

Tabela 3 - Sequéncia de primers utilizados para determinacdo das bactérias da
microbiota intestinal de interesse neste estudo.

Primer Sequéncia
Actinobacteria FP- 5-TGTAGCGGTGGAATGCGC-3
RP- 5-AATTAAGCCACATGCTCCGCT-3
Bacteroidetes FP-5-GTTTAATTCGATGATACGCGAG-3’
RP- 5-TTAASCCGACACCTCACGG-3’
Firmicutes FP- 5-ATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3’
RP- 5-AGCTGACGACAACCATGCAC-3’
Proteobacteria FP- 5-CATGACGTTACCCGCAGAAGAAG-3
RP- 5-CTCTACGAGACTCAAGCTTGC-3’
Bacteroides FP - 5-GAGAGGAAGGTCCCCCAC-3’
RP- 5-CGCTACTTGGCTGGTTCAG-3’
E. coli FP - 5-CATGCCGCGTGTATGAAGAA-3

RP- 5-CGGGTAACGTCAATGAGCAAA-3’

Clostridium cluster XIVa FP - 5-CGGTACCTGACTAAGAAGC-3’
RP-5-AGTTTCATTCTTGCGAACG-3’

Clostridium cluster IV FP - 5-TTACTGGGTGTAAAGGG-3’
RP-5-TAGAGTGCTCTTGCGTA-3'
Eubacteria universal FP- 5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’

RP- 5-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3

FP: forward primer, RP: reverse primer.

5.8 Avaliagoes bioquimicas

O colesterol sérico total (CT) foi analisado por meio da metodologia
colorimétrica enzimatica através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica
S. A., Brasil). Os ésteres de colesterol foram hidrolisados pelo colesterol esterase a
acidos graxos e a colesterol livre, que foi entdo oxidado pelo colesterol oxidase a
colest-4-en-ona e a peroxido de hidrogénio. O fenol e a 4-aminoantipirina foram
oxidados, na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, formando a
antipirilquinonimina com absortividade maxima a 500nm, com intensidade da cor
vermelha formada na reacdo final diretamente proporcional a concentracido do

colesterol da amostra.
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Os triglicerideos (TG) séricos totais foram determinados por meio da
metodologia colorimétrica enzimatica através de kits comerciais da Labtest (Labtest
Diagnéstica S. A., Brasil). A hidrdlise dos triglicerideos foi realizada pela lipase
lipoproteica, liberando o glicerol, que foi convertido em gicerol-3-fosfato, pela
gliceroquinase. O glicerol-3-fosfato foi entdo oxidado a dihidroxiacetona e peroxido
de hidrogénio na presenca de glicerolfosfato oxidase. Posteriormente, foi realizada
uma reacédo de acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-
clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina com
absorbancia maxima de 505nm, sendo que a intensidade da cor vermelha formada é
diretamente proporcional a concentragao dos triglicerideos da amostra.

A lipoproteina de alta densidade sérica (HDL, do inglés high-density
lipoproteins) foi determinado por meio da metodologia colorimétrica enzimatica
através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica S. A., Brasil). Neste, as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL, do inglés very low-density
lipoproteins) e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés low-density
lipoproteins) foram quantitativamente precipitadas e, apos centrifugagao, o colesterol
ligado ao HDL foi determinado no sobrenadante.

ApOs a precipitacéo, aliquotas de 10ul foram adicionadas a 1ml de reagente
de cor, encubados e entéo foi feita a leitura em espectrofotdbmetro. Para o padrao foi
usado o reagente fornecido pelo kit.

O LDL sérico foi determinado por meio da metodologia colorimétrica
enzimatica através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagnostica S. A., Brasil).

O indice aterogénico (lA) foi calculado de acordo com a férmula: (CT - HDL) /
HDL (Fassini et al., 2011).

A concentragdo de insulina sérica dos camundongos foi determinada atraves do kit
Elisa Ultrassensivel (Mouse Ultrasensitive Insulin ELISA, Alpco Diagnostics, Salem, USA).

Os resultados de todas as dosagens foram calculados a partir da diferenca do
resultado da absorbancia das amostras, divididas pela absorbancia do padréo,
conforme recomendacdes do protocolo.

5.9 Analise da expressao génica

A expressdo génica das citocinas: TNF-q, IL-6, IL-10, MRC-1, Arg-1, TLR-4 e
MCP-4 foi realizada por meio de RTqg-PCR.
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5.9.1 Extragao de RNA total

Fragmentos de tecidos hepatico, adiposo retroperitoneal e epididimal foram
colhidos e imediatamente transferidos para microtubo contendo 1 mL de TRIzol®
Reagente (Invitrogen®. cat.: 15596026) e levados para freezer -80°C, onde foram
mantidos até o processamento, que foi realizado seguindo instru¢des do fabricante.

Para o processamento das amostras e extracdo de RNA, todo material
utilizado foi lavado com agua tratada com DEPC (do inglés diethyl pyrocarbonate,
Sigma-Aldrich®, cat.: D5758) “DEPC ativa’, seguida por agua “DEPC inativa”
(inativagcéao da “DEPC ativa” realizada por autoclavagem).

Para a primeira etapa da extragdo, maceragdo mecanica dos fragmentos, foi

utilizado pistilo com ponta conica para atingir a dissociagao total do tecido (Figura 7).

Figura 7 - Pistilo utilizado para dissociagdo mecénica dos fragmentos de tecido.

Fonte: Loja Net Lab?.

O mesmo pistilo foi usado para todo o material, sendo que a cada fragmento
macerado o pistilo foi limpo com alcool 70%, seguida de agua DEPC ativa e por
ultimo, agua DEPC inativa, e procurou-se macerar os grupos em dias diferentes para
evitar contaminagao entre eles, sendo o tubo sempre mantido imerso no gelo para
evitar aquecimento da amostra. Apds a maceragado o tubo seguiu para a proxima
etapa da extragdo de RNA, ou foi acondicionado em freezer -80°C até ser
processado.

2 Disponivel em: <https://static3.tcdn.com.br/img/img_prod/503224/pistilo_para_microtubo_de_1_5ml_
7482423 1 _20191018111444 . jpg>. Acesso em: nov. 2020.
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Na etapa seguinte, cada microtubo contendo 1 mL de macerado recebeu 200
uL de cloroférmio (J.T Baker®. cat.: 9180-02) gelado e foi misturado com intensa
agitacdo manual por 15 segundos, seguido por centrifugagdo a 12000 rpm, a 4°C,
por 15 min. Apos a centrifugagdo, houve a formagéo de trés fases, fase orgénica
(inferior) de coloragéo rosa, que contém proteinas, lipidios e o DNA, fase interfase
(intermediaria) de coloragdo branca, contendo DNA; e a fase aquosa (superior)
incolor que contém o RNA. Apenas a fase superior foi transferida para um novo
microtubo e a ele adicionado 500 pL de isopropanol gelado. Em seguida, o
microtubo foi mantido em -80°C por aproximadamente 24h para precipitacdo do
RNA. Apds isso, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 10 min, o
sobrenadante descartado, e o pellet resultante lavado com 1 mL de alcool 75%
gelado, com centrifugagdo a 7500 rpm, 4°C por 5 min. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado e o microtubo vertido sobre gaze estéril com tampa aberta e mantido
em temperatura ambiente, por aproximadamente 15 minutos para o pellet de RNA
secar. Apos seco, o pellet do tecido hepatico foi ressuspendido em 50 pyL de agua
livre de nucleases e o pellet dos tecidos adiposos em 20 pL. O RNA extraido foi

acondicionado em freezer -80°C.

5.9.2 Quantificagao total e avaliagao de integridade do RNA

Apds pelo menos um dia da extragdo, o RNA foi quantificado em NanoVue®
Plus (GE Health Sciences®, Life Sciences, Buckinghamshire, UK) usando 2 uL da
amostra. Além da quantificagdo em ng/pL, foram obtidas também as razbées 260/280
e 230/280. As amostras sao consideradas satisfatérias quando essa razdo se
mantiver entre 1,6 e 2,2, uma vez que estes valores representam baixa
contaminagdo da amostra com proteinas. Nessa perspectiva, foram utilizadas
somente as amostras que se enquadraram nos parametros anteriormente citados.
Para definir quantidade total de RNA por fragmento, apds obter a quantificagéo,
dada em ng/pL, o valor foi multiplicado pelo volume total de cada amostra.

O gel de agarose, para avaliar a integridade do RNA, foi realizado para
algumas amostras. O gel foi confeccionado a 1,5%, e utilizando 300 ng de cada
amostra + 2 uL de xileno cianol + 1 pyL de gel red, a eletroforese aconteceu sob 70V,
por 1hora. A observacao de bandas correspondentes ao RNA ribossémico 18S e
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28S foi considerada indicio de ndo degradacdo de RNA nas amostras. O resultado
foi conferido em transluminador de luz UV (Figura 8).

Figura 8 - Gel de agarose (1,5%) indicando a integridade de RNA total, através da
visualizagao das bandas ribossomais 18s e 28s.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.9.3 Tratamento com DNase e sintese de cDNA

O RNA foi tratado com enzima desoxirribonuclease (DNAse) (Sigma-Aldrich®,
St Louis, MO, EUA) para garantir que a amostra de RNA n&o estivesse contaminada
com DNA consequentemente, sua influéncia sobre a avaliagdo da expresséo génica.
Seguiu-se o protocolo do kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega® USA, cat.:
M6101). Para cada 1000ng de RNA foi utilizada 1 unidade de enzima. Apos
homogeneizagdo da amostra com a enzima e o tampao por pipetagem, o tubo foi
incubado por 30 min a 37°C, e logo apdés cada amostra recebeu 1 yL de solugéo
stop, e foi incubado novamente por 10 min a 65°C.

Apos tratamento com DNase, as amostras foram quantificadas novamente em
Nanovue®, e 400 ng do RNA das amostras de figado e 200ng das amostras de
tecido adiposo foram utilizados para sintese de cDNA, seguindo orienta¢des do kit
GoScript™ Reverse Transcriptase System (Promega®, USA, cat.: A5001). O RNA
foi inicialmente incubado com 1 yL de Random Primers, em um volume final de 5 L,

a temperatura de 70°C por 5min, a este foram adicionados 15 pyL de mix contendo 4
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pL de tampéo [5x], 2,4 yL de MgCI2 [25mM], 1 uL de mix de nucleotideos [10mM],
0,5 puL de RNasin [40u/pL], 1 pL de Transcriptase Reversa, e 6,1 pyL de agua
nuclease-free. Ap6s homogeneizagao por pipetagem, o tubo foi incubado a 25°C por
5min, 42°C por 1 hora e 70°C por 15min. Todas as etapas de incubacgao foram
realizadas em termociclador T100 thermal cycler da Bio-Rad (BioRad Laboratories®,
USA. Cat.: 1861096).

5.9.4 RTqg-PCR para a expressao tecidual de citocinas TNF-q, IL-6, IL-10, MRC-
1, Arg-1, TLR-4 e MCP-4.

As amostras de cDNA foram submetidas a PCR com primers especificos para

0s genes alvo e enddgeno B-actina. A sequéncia é descrita da Tabela 4:

Tabela 4 - Sequéncia de primers utilizados para determinagdo da expressao génica
por PCR quantitativa em tempo real.

Primer Sequéncia Referéncia

TNF-a FP- 5-AGGGATGAGAAGTTCCCAAATG-3 Hammami et al., 2017
RP-5-GGCTTGTCACTCGAATTTTGAGA-3’

IL-6 FP- 5-AAGAAAGACAAAGCCAGAGTCCT-3 Carneiro, 2017
RP-5-TTTTACCTCTTGGTTGAAGATATGAA-3’

IL-10 FP- 5-AACAAAGGACCAGCTGGACAAC-3 Fonseca et al., 2020
RP- 5-GCAACCCAAGTAACCCTTAAAGTC-3

MRC-1 FP-5-CTCTGTTCAGCTATTGGACGC-3 Zhang et al., 2019
RP-5-TGGCACTCCCAAACATAATTTGA-3’

Arg-1 FP- 5-GTTCCCAGATGTACCAGGATTC-3 da Silva et al., 2017
RP-5-CGATGTCTTTGGCAGATATGC-3’

TLR-4 FP- 5-CCAAGCCTTTCAGGGAATTAAG-3 de Souza, 2019
RP- 5-GCCAGGTTTTGAAGGCAAGT-3

MCP-4 FP- 5-TGACCGACACTGGCAAGATG-3 Carlos et al., 2020
RP- 5-CTCTGATGCACGCAGGTCAG-3

B-actina FP-5-CCTTCCTTCTTGGTATGGAAT-3 Lee et al., 2020

RP- 5-TGGCATAGAGGTCTTTACGGAT-3’

Arg-1: arginase-1, FP: forward primer; RP: reverse primer, IL-6: interleucina 6, IL-10: interleucina 10,
MCP-4: monocyte chemoattractant protein 4, MRC-1: mannose receptor C-type 1, TLR-4: toll-like
receptor 4, TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

As reacgdes foram realizadas com Master Mix SYBR Green (GoTaq qPCR
Master Mix, Promega, USA, cat.: A6002). Onde, 5 yL da amostra foram misturados
com 12,5 pL de Master Mix [2x], 0,5 pL de cada primer (sense e antisense) [10 uM] e
6,5 YL de agua nuclease-free. As amostras de cDNA foram usadas na diluigédo [1:2].
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As amostras foram avaliadas em duplicata e a concentragdo dos primers e da
amostra foram definidas apos testes.

A reacdo de PCR foi realizada no termociclador CFX96TM Real-Time PCR
Detection Systems (BioRad, sistema CFX96TM Touch, EUA. Cat.: 184-5096) com o
seguinte protocolo de ciclagem:

Temperatura inicial de 95°C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por
5 segundos, 60°C por 10 segundos e 72°C por 20 segundos. Ao final da ultima
etapa, foi adicionada a curva de melting, processada com incrementos de 0,5°C, de
55°C a 95°C.

Em todas as reag¢des foram usados os controles:

a) NTC (do inglés no template control) — tubo com todos reagentes da reacéo
para a sintese de cDNA, exceto amostra de RNA;

b) NRT (do inglés no reverse transcriptase) — tubo com todos os reagentes da
reacdo de PCR e amostra de RNA que na etapa de sintese de cDNA foi incubado
com todos os reagentes da sintese, exceto a enzima transcriptase;

c) Branco — na reagao de PCR tubo com todos os reagentes e agua no lugar
de amostra.

Apoés o término da reagdo o arquivo gerado foi exportado para pen drive e
analisado no software do aparelho termociclador (Bio-Rad CFX Manager 2.1.
1022.05.23), o threshold ajustado e os cT (do inglés cycle threshold, limiar do ciclo)
das amostras determinados. A amplificagdo foi considerada positiva quando
apresentava curva de amplificagdo até o cT 40, com TM (temperatura de melting)

especifica para cada alvo.

5.9.5 Analise da Expressao Génica

A expressao génica foi considerada detectavel quando apresentava curva de
amplificagdo com cT até 40 e com TM especifica para cada alvo.

O método de Livak e Schmittgen (2001) usando a formula 224°T foi usado para
calcular a express&o génica relativa. Inicialmente o AcT foi calculado subtraindo o
valor de cT do gene alvo do valor de cT do gene referéncia (-actina), e o valor de

AcT obtido aplicado na férmula 224°T,
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5.10 Analise histolégica

Para a analise histologica, amostras hepaticas, pancreaticas e intestinais
(seccdes transversais), foram fixadas em formalina (10%), desidratadas em solugdes
de concentragdes crescentes de etanol (80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol,
impregnadas em parafina e apos esse processo, os fragmentos foram incluidos em
blocos de parafina. Posteriormente, foram cortados fragmentos com espessura de 5
Mm e corados com Hematoxilina de Harris e Eosina (HE) para exame histoldgico.

A analise foi realizada em 30 campos de alta poténcia escolhidos
aleatoriamente em grande aumento (HPFs; 20x ampliagdo microscépica) em cada
lamina.

A classificagdo da gravidade da esteatose hepatica foi a seguinte: grau 0,
evidéncia minima ou inexistente de esteatose 0-5%; grau 1, esteatose leve 6-33%;
grau 2, esteatose moderada a grave 34-66%; grau 3, esteatose grave 66-100%. O
portal e a inflamagao lobular também foram pontuados da seguinte forma: grau O,
minima ou nenhuma evidéncia de inflamacdo; grau 1, inflamacao leve; grau 2,
inflamac&o moderada a grave; e grau 3, inflamacéo grave (Brunt et al., 2011).

As preparagdes de péncreas foram avaliadas quanto ao grau de inflamacéao,
degeneragao ou outras alteragbes morfoldgicas a serem reportadas qualitativamente
(Brunt et al., 2011).

As preparagdes de intestino grosso e delgado foram avaliadas quanto ao grau
de inflamacg&o, aumento/diminuigdo das vilosidades, edema, degeneragao ou outras

alteracdes morfologicas a serem reportadas qualitativamente (Brunt et al., 2011).

5.11 Medigao do teor de gordura hepatica

Para determinag&o e quantificacdo do conteudo de gordura total hepatica, foi
utilizado o método de Bligh e Dyer (1959). De forma resumida, aproximadamente
200g de tecido hepatico foram homogeneizados em 0,8 mL de agua destilada. Em
seguida, foi adicionado no homogenato 1 mL de metanol e 1 mL de cloroférmio e as
amostras foram submetidas a vortex por 1 min. Logo apos, foram adicionados 1 mL
de agua destilada e 1 mL de cloroférmio e as amostras foram agitadas em vortex por
2 minutos e depois centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos para separar a fase
aquosa. Para remover os vestigios de agua, a fase de cloroférmio foi transferida
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para um tubo contendo 1g de sulfato de sodio. Uma aliquota de 0,5 ml de fase de
cloroférmio sem agua foi transferida para um tubo de ensaio e incubada em um
forno com circulacdo de ar forgcada a 75°C por 12 horas para evaporar todo o
cloroféormio, de forma que ficasse somente a gordura no tubo. Apds esse intervalo de
tempo, o tubo de ensaio foi pesado novamente.

O resultado foi calculado como a diferenga entre os tubos sobre a massa
hepatica inicial (Bligh; Dyer, 1959).

5.12 Expressao proteica

A expressao proteica das citocinas TNF-a, IL-17 e IL-10 no tecido adiposo
epididimal foi quantificada pela técnica de ELISA. A quantificagdo foi realizada em
homogenato de tecido em solugdo contendo inibidores de protease, utilizando kits
especificos para essas dosagens (TNF-a — catalog number: DY410, R&D System;
IL-17 — catalog number. DY421, R&D System; IL-10 — catalog number. 431411,
BioLegend®), seguindo as recomendagdes do fabricante.

5.13 Analise estatistica

Para analise dos dados, a normalidade foi testada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Apos o resultado do teste de normalidade, para a microbiota intestinal foi
utilizado o teste paramétrico (ANOVA) seguido do teste de comparagdes multiplicas
de Tukey e os dados expressos como média e desvio padrao.

Para as demais variaveis, foi utilizado teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis)
seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn, pois a condigdo primordial para
a utilizacdo de similares paramétricos nao foi satisfeita, ou seja, ndo houve
distribuicado normal padrao para os resultados.

Todos os testes de hipdteses desenvolvidos nesse trabalho consideraram
uma significancia quando p-valor foi menor ou igual a 0,05. O software utilizado nas
analises foi o SPSS V20.

Para confecgéo dos graficos, foi utilizado o GraphPad Prism 8.
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6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal

O peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente. Foi possivel
observar que os animais de todos os grupos partiram de pesos proximos no inicio do
experimento (S0). A partir da S9 foi possivel notar que os pesos comecgaram a diferir,
mas sem diferenga significativa. Ja no final do tratamento (S12), observou-se que o
DHC250 apresentou valor maior de peso quando comparado aos grupos DP e
DHC50 (Figura 9A).

Para a porcentagem do ganho de peso, notou-se que o grupo DP teve a
menor média, sendo este grupo diferente de todos os demais grupos. Outra
comparagao significante encontrada nessa variavel é entre o grupo DHC50 que teve
menor média (~22%) em comparagdo com o DHC250. Embora nao significativo, o
grupo DHCS50 apresentou uma redugao no ganho de peso de aproximadamente 16%

quando comparado ao grupo DH (Figura 9B).

Figura 9 - Peso corporal (g) ao longo do periodo experimental (A). Porcentagem de
ganho de peso ao final do periodo experimental (B).
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. *diferente de DP, *diferente de DHC50.
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6.2 Ingestao alimentar

Foi possivel observar que o grupo DP foi o grupo que apresentou maiores
valores de ingestado ao decorrer de todo experimento. Os grupos DHC50 e DHC500
se comportaram de forma semelhante, diferindo apenas na S12 (final do
experimento) (Figura 10A).

Ao analisar a ingestdo total (g), notou-se que todos os grupos de DH
apresentaram menor consumo quando comparado ao grupo DP. Observou-se
também que os grupos DHC50 e DHC500 ingeriram menos do que o grupo DH
(~9% e 8% respectivamente). Outras duas comparagdes significantes nessa variavel
foram que o grupo DHC250 apresentou maior valor de ingestdao (~12%) quando
comparado ao grupo DHC50 e o grupo DHCS500 apresentou menor valor (~8%)
quando comparado ao grupo DHC250 (Figura 10B).

Figura 10 - Ingestdo alimentar (g) ao longo do periodo experimental (A). Ingestao
alimentar total (g) ao final do periodo experimental (B).
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. *diferente de DP, *diferente de DH, *diferente de DHC50, édiferente de
DHC250.
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6.3 Peso dos tecidos

As variaveis peso dos tecidos estdo descritas na Tabela 5.

Ao analisar o figado, as unicas diferengas encontradas foram um aumento
dos grupos DHC250 e DHC500 em aproximadamente 15% e 12%, respectivamente,
quando comparados ao grupo DHC50.

Quando aferido o peso do pancreas, todos os grupos de DH se diferiram do
grupo DP, sendo esse ultimo, o grupo que apresentou menor peso para esse tecido.

Em relacdo aos tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal, observou-se
que os grupos de DH se diferiram do grupo DP, sendo esse ultimo, o grupo que
apresentou menores pesos para esses tecidos.

E, por fim, quando se examinou o peso do tecido adiposo marrom (TAM),
notou-se que os grupos DHC250 e DHC500 apresentaram maiores valores (~43% e
29%, respectivamente) quando comparados ao grupo DH.

Tabela 5 - Peso dos tecidos** nos diferentes grupos experimentais.

DP DH DHC50 DHC250 DHC500
Figado (g) 1,04 [0,84;1,14] 1,03[0,77;1,14]  0,95[0,80;1,10] 1,09[0,93;1,26]* 1,06 [0,94;1,17]
Pancreas (g) 0,13[0,08;0,16] 0,17[0,13;0,25]* 0,16 [0,14;0,20]* 0,17 [0,13;0,20]* 0,17 [0,13;0,20]*
TAR (g) 0,12[0,04;0,28] 0,28 [0,12;0,60]* 0,42 [0,04;0,66] 0,43 [0,20;0,62]* 0,36 [0,04;0,78]*
TAE (g) 0,50 [0,26;0,92] 0,92 [0,56;1,80]* 1,18[0,14;1,70] 1,411[0,69;2,13]* 1,13[0,22;2,26]*
TAM (g) 0,08 [0,05;0,10] 0,07 [0,04;0,09] 0,08 [0,07;0,71] 0,10[0,07;0,15F* 0,09 [0,08;0,12]*

Valores estao representados como mediana, minimo e maximo, n = 10/grupo, P < 0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. TAR, tecido adiposo retroperitoneal; TAE, tecido adiposo epididimal; TAM,
tecido adiposo marrom. *diferente de DP, *diferente de DH, *diferente de DHC50. **Peso corrigido
para g/100g de peso corporal.

6.4 Gorduras totais hepaticas

Ao analisar a porcentagem das gorduras totais hepaticas, observou-se que os
grupos de DH diferiram-se do grupo DP, sendo esse ultimo, o grupo que apresentou

menor valor médio (Figura 11).
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Figura 11 - Porcentagem das gorduras totais hepaticas analisadas ao final do
periodo experimental.

Gorduras Totais Hepaticas (%)
.\

& S o 0 >

Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. *diferente de DP.

6.5 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Observa-se na figura 12A que as glicemias de jejum no tempo 0 néo
apresentaram diferenga em nenhum dos grupos. Apds a sobrecarga de glicose,
houve aumento da glicemia em todos os grupos. Ao longo do teste, a unica
diferencga significante encontrada foi entre os grupos DP e DH no tempo 30°, sendo o
grupo DH mostrando-se menos tolerante a glicose, com valor ~60% maior. Na figura
12B esta representada a AUC, onde foi possivel encontrar diferengca apenas no
grupo DH quando comparado ao grupo DP.
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Figura 12 - Teste de tolerancia a glicose (GTT) (A). Area sob a curva (AUC) (B).
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. GTT, glucose tolerance test; AUC, area under the curve. *diferente de DP,
#diferente de DH.

6.6 Analise histolégica

Na figura 13, observa-se as laminas de figado. (A) grupo DP, (B) grupo DH,
(C) grupo DHC50, (D) grupo DHC250 e, (E) grupo DHCS500.

Na figura 14, observa-se as laminas de pancreas. (A) grupo DP, (B) grupo
DH, (C) grupo DHC50, (D) grupo DHC250 e, (E) grupo DHC500.

Na figura 15, observa-se as laminas de intestino delgado. (A) grupo DP, (B)
grupo DH, (C) grupo DHC50, (D) grupo DHC250 e, (E) grupo DHCS500.

E, na figura 16, observa-se as laminas de intestino grosso. (A) grupo DP, (B)
grupo DH, (C) grupo DHC50, (D) grupo DHC250 e, (E) grupo DHCS500.

Diante da anadlise realizada, foi possivel observar nenhuma alteracéo
histologica em nenhum érgdo em nenhum dos grupos, bem como aparéncia normal

em todos os tecidos.
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Figura 13 - Analise histoldgica do figado nos diferentes grupos experimentais.

Fotomicrografias do figado de animais alimentados com: A. dieta padrdo (DP), B. dieta hiperlipidica
(DH), C. dieta hiperlipidica + 50mg de curcumina/kg de peso (DHC50), D. dieta hiperlipidica + 250mg
de curcumina/kg de peso (DHC250), E. dieta hiperlipidica + 500mg de curcumina’kg de peso
(DHC500). (HE - Hematoxilina e Eosina, aumento de 20x).
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Figura 14 - Analise histolégica do pancreas nos diferentes grupos experimentais.

Fotomicrografias do péancreas de animais alimentados com: A. dieta padrdo (DP), B. dieta
hiperlipidica (DH), C. dieta hiperlipidica + 50mg de curcumina/kg de peso (DHC50), D. dieta
hiperlipidica + 250mg de curcumina/kg de peso (DHC250), E. dieta hiperlipidica + 500mg de
curcumina/kg de peso (DHC500). (HE - Hematoxilina e Eosina, aumento de 20x).
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Figura 15 - Anadlise histologica do intestino delgado nos diferentes grupos
experimentais.

Fotomicrografias do intestino delgado de animais alimentados com: A. dieta padréo (DP), B. dieta
hiperlipidica (DH), C. dieta hiperlipidica + 50mg de curcumina/kg de peso (DHC50), D. dieta
hiperlipidica + 250mg de curcumina/kg de peso (DHC250), E. dieta hiperlipidica + 500mg de
curcumina/kg de peso (DHC500). (HE - Hematoxilina e Eosina, aumento de 20x).



Resultados | 60

Figura 16 - Anadlise histolégica do intestino grosso nos diferentes grupos
experimentais.

Fotomicrografias do intestino grosso de animais alimentados com: A. dieta padrdo (DP), B. dieta
hiperlipidica (DH), C. dieta hiperlipidica + 50mg de curcumina/kg de peso (DHC50), D. dieta
hiperlipidica + 250mg de curcumina/kg de peso (DHC250), E. dieta hiperlipidica + 500mg de
curcumina/kg de peso (DHC500). (HE - Hematoxilina e Eosina, aumento de 20x).
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6.7 Perfil bioquimico

As analises do perfil bioquimico estdo descritas na Tabela 6.

Ao analisar o TG, observou-se que todos os grupos de DH se diferiram de
DP, sendo esse ultimo, o grupo que apresentou maior valor. Apesar do grupo
DHC50 ter apresentado um menor valor em comparagado ao grupo DH, ndo houve
diferenca.

Quando examinado o CT, notou-se que os grupos DH suplementados
diferiram-se do grupo DP, além de que os grupos DHC250 e DHC500 apresentaram
valores maiores (~16% e 36%, respectivamente) quando comparado ao DH.

No que se referete ao LDL, ndo houve diferenga entre os grupos de DH,
sendo os grupos DHC50 e DHC250 os unicos diferentes quando comparado ao DP.
Observou-se que a suplementacdo de curcumina nao foi efetiva em prevenir esse
aumento.

Ao analisar o indice aterogénico (IC), nenhuma diferenga foi encontrada.

Em relac&o a insulina, foi possivel notar que todos os grupos de DH foram
diferentes do grupo DP, sendo esse ultimo grupo o que apresentou menor valor para
essa variavel. Notou-se também que o grupo DHC250 apresentou maior valor
(~40%) quando comparado ao grupo DH.

Para a glicemia, observa-se que os grupos DH, DHC50 e DHC250
apresentaram valores maiores (~21%, ~29% e ~28%, respectivamente) quando
comparados ao grupo DP. Observou-se também que o grupo DHC500 apresentou
valor menor quando comparado aos grupos DHC50 e DHC250 e apesar de né&o
significativo, o grupo DHC500 apresentou menor valor (~11%) também quando
comparado ao grupo DH, sugerindo um possivel efeito preventivo da curcumina

nessa dose no aumento da glicemia.
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Tabela 6 - Analise do perfil bioquimico realizado ao final do estudo nos diferentes
grupos experimentais.

DP DH DHC50 DHC250 DHC500
TG (mg/dL) 170 [108;402] 97 [62;176]" 94 [41;123]* 113 [64;156]* 102 [71;177]*
CT (mg/dL) 125 [91;193] 162 [75;190] 172 [106;260]* 188 [137;297]** 220 [162;245]**
HDL (mg/dL) 83 [64;121] 91 [70;167] 93 [61;151] 108 [45;140] 103 [69;151]
LDL (mg/dL) 89 [62;109] 118 [563;187] 112 [70;208]* 131 [73;226]* 103 [59;185]
1A (%) 0,61[0,15;1,51] 0,78[0,07;1,35] 0,95[0,28;1,61] 0,87 [0,27;2,98] 1,11[0,21;2,03]

Insulina (ng/mL) 0,20 [0,04;0,60] 0,48[0,13;0,62]* 0,64 [0,31;1]* 0,67 [0,25;0,99]* 0,63 [0,27;1,20]*

Glicemia (mg/dL) 177 [120;211] 214 [141;276]* 227 [182;250]* 226 [190;329]* 191 [159;223]*

Valores estao representados como mediana, minimo e maximo, n = 10/grupo, P < 0.05. DP, dieta padrao; DH,
dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso; DHC250, dieta hiperlipidica +
250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg de curcumina/kg de peso. TG,
triglicérides; CT, colesterol total; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; IA, indice
aterogénico. *diferente de DP, *diferente de DH, *diferente de DHC50, 4diferente de DHC250.

6.8 Expressao proteica

A expressdo proteica de IL-10, IL-17 e TNF-a foi mensurada no tecido
adiposo epididimal.

Ao analisar a expressao de IL-10, as diferencas encontradas foram nos
grupos DHC250 e DHC500 quando comparados ao grupo DH, uma vez que esses
grupos suplementados apresentaram maiores valores de expressédo. Apesar de sem
diferenca estatistica, a expressdo dessa citocina no grupo DHC50 estava
aumentada em ~106% em comparagao ao grupo DH. (Figura 17A).

Quando investiga a expresséo de IL-17 e TNF-a, n&o foi possivel encontrar
diferencas estatistica (Figuras 17B-C).
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Figura 17 - Taxa de expressédo proteica no tecido adiposo epididimal de IL-10 (A),
IL-17 (B) e TNF-a (C) analisadas ao final do periodo experimental.
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. IL-10: interleucina 10, IL-17: interleucina 17, TNF-a: tumor necrosis factor
alpha. *diferente de DH.

6.9 Expressao génica

Para as analises da expressao génica, primeiro serdo apresentados os
resultados das citocinas expressas no figado (Figura 18A e 18B), logo apds, no
tecido adiposo retroperitoneal (Figura 19A e 19B) e por ultimo, no tecido adiposo
epididimal (Figura 20A e 20B).

Quando analisada a citocina IL-6, ndo foi possivel detectar nenhuma

expressao em nenhum dos tecidos.
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No figado, em relacdo ao TNF-a, nota-se que as trés doses (50 mg, 250mg e
500 mg) reduziram a expressao em aproximadamente 85%, 73% e 79%,
respectivamente, quando comparadas ao grupo DH (Figura 18A).

Ao verificar a expressao de IL-10, os grupos DHC50 e DHC250 apresentaram
14x e 5x mais expressao, respectivamente quando comparados ao grupo DH (Figura
18B).

Figura 18 - Taxa de expressédo génica relativa de TNF-a (A) e de IL-10 (B) no
figado, calculada pelo método 2AACT a partir de CT obtidos de RT-PCR, usando o
gene [(-actina como gene referéncia.
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. TNF-a: tumor necrosis factor alpha, IL-10: interleucina 10. *diferente de DH,
*diferente de DHC50 e 4diferente de DHC250.

Ja no tecido adiposo retroperitoneal, para o TNF-a observou-se uma reducao
nos grupos DHC50, DHC250 e DHC500 em 92%, 95% e 98%, respectivamente,
quando comparados ao grupo DH (Figura 19A).

Quando analisada a expresséao de IL-10, um aumento de 85% foi observado
no grupo DH quando comparado ao grupo DP. E, redugdes de 81%, 95% e 96%
foram observadas nos grupos DHC50, DHC250 e DHC500, respectivamente,
quando comparadas ao grupo DH (Figura 19B).
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Figura 19 - Taxa de expressao génica relativa de TNF-a (A) e de IL-10 (B) no tecido
adiposo retroperitoneal, calculada pelo método 2AACT a partir de CT obtidos de RT-
PCR, usando o gene (3-actina como gene referéncia.

TNF-a IL-10

g 15 . 2.5-
B &
E E 2.0 _T_
(=] 1.0+ 1 (=) —_
IE |:_ 1 :E = 1.5
e ® 9
™
Sq 2 104 L
[-+] 0.5 @ #
[} # @
- P g 0.5+ # #
© # o ﬁ I
>
ﬁ 0.0 l I‘I“ —|— ﬂ 0.0 T

& &L L S g & & H S

& & & S & &
¢ & &L 9 9

Valores estdo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. TNF-a: tumor necrosis factor alpha, 1L-10: interleucina 10. *diferente de DH.

No tecido adiposo epididimal, para o TNF-a notou-se uma reducao de 79% e
para a IL-10 uma reducédo de 84% no grupo DH quando comparado ao grupo DP.
(Figura 20A e 20B).

Figura 20 - Taxa de expressao génica relativa de TNF-a (A) e de IL-10 (B) no tecido
adiposo epididimal, calculada pelo método 2AACT a partir de CT obtidos de RT-
PCR, usando o gene (3-actina como gene referéncia.
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Valores estdo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrao; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso; DHC250,
dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina’kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg de
curcumina/kg de peso. TNF-a: tumor necrosis factor alpha, IL-10: interleucina 10. *diferente de DP.
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Ainda no tecido adiposo epididimal, ao analisar a expressao génica do MRC-
1, observou-se um aumento de 104% no grupo DH comparado ao DP. Em relagdo a
suplementagao, observou-que os grupos DHC250 e DHC500 tiveram aumento de
140% e 56%, respectivamente quando comparados ao grupo DH. Os grupos
DHC250 e DHC500 também aumentaram em 95% e 27%, respectivamente quando
comparados ao grupo DHS50 (Figura 21A).

Para o gene Arg-1, o grupo DH apresentou redugéo de 54% quando comparado
ao grupo DP. Ja os grupos DHC50 e DHC250 reduziram em 59% e 69% quando
comparados ao grupo DH. O grupo DHC500, quando comparado aos grupos DHC50 e
DHC250, apresentou aumento de 105% e 178%, respectivamente (Figura 21B).

Em relacdo ao TLR-4, observou-se aumento de 324% e 55% nos grupos
DHC250 e DHC500 quando comparados ao grupo DH (Figura 21C).

Ao analisar o gene MPC-4, a unica diferenga observada foi uma redugao de
83% no grupo DH quando comparado ao grupo DP (Figura 21D).
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Figura 21 - Taxa de expresséo génica relativa de MRC-1 (A), de Arginase-1 (B), de
TLR-4 (C) e de MCP-4 (D) no tecido adiposo epididimal, calculada pelo método
2AACT a partir de CT obtidos de RT-PCR, usando o gene [(-actina como gene
referéncia.
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Valores estéo representados como mediana e intervalo interquartil, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta
padrdo; DH, dieta hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso;
DHC250, dieta hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg
de curcumina/kg de peso. MRC-1: mannose receptor c-type 1, TLR-4: toll-like receptor 4, MCP-4:
monocyte chemotactic protein 4. *diferente de DP, *diferente de DH, *diferente de DHC50 e diferente
de DHC250.
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6.10 Microbiota intestinal

Na figura 22, em A, nota-se a abundancia relativa do filo Firmicutes. Para
esse filo n&o foi possivel encontrar diferengas significativas, apesar do grupo DH ter
apresentado uma diminuicdo (~91%) quando comparado ao grupo DP, e um
aumento nos grupos DHCS50 (~644%), DHC250 (~1511%) e DHC500 (~1888%),
quando comparados ao grupo DH.

Em B, nota-se a abundancia relativa do filo Bacteroidetes, onde o grupo DH
apresentou maior abundancia quando comparado ao DP (~251%) e os grupos
DHC50 e DHC250 tiveram diminuicdo na abundancia desse filo quando comparado
ao DH (~82% e ~81%, respectivamente). Para o grupo DHC500 foi possivel
encontrar diferengas quando comparado os grupos DH (~485%), DHC50 e DHC250,
sendo o grupo DHC500 o que apresentou maior valor.

Em C, nota-se a abundancia relativa do filo Actinobacteria. Foi possivel notar
que o grupo DH apresentou maior abundancia quando comparado ao grupo DP
(~8375%). Além de que o grupo DHC50 teve menor abundéncia do que o grupo DH
(~69%). Ja os grupos DHC250 e DHC500, apresentaram valores maiores quando
comparados aos grupos DH (~760% e ~935%, respectivamente) e DHC50.

E, em D, nota-se a abundéncia relativa do filo Proteobacteria. Para esse filo,
observou-se que o grupo DH apresentou maior abundancia quando comparado ao
grupo DP (~208%). Ja os grupos DHC250 e DHC500, apresentaram valores maiores
quando comparados aos grupos DH (~69 e ~391%, respectivamente) e DHC50. O
grupo DHC500 apresentou valores maiores do que o grupo DHC250. O principal
achado foi que o grupo DHC50 apresentou menor abundancia quando comparado
ao grupo DH (~49%).
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Figura 22 - Abundancia relativa dos filos Firmicutes (A), Bacteroidetes (B),
Actinobacteria (C) e Proteobacteria (D) expressos na microbiota intestinal.
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Valores estéo representados como média + DP, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta padréo; DH, dieta
hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso; DHC250, dieta
hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg de
curcumina/kg de peso. AR, abundéancia relativa; FC, fold change. *diferente de DP, *diferente de DH.
*diferente de DHC50. &diferente de DHC250.

Ao nivel de género, na figura 23, em A, nota-se a abundancia relativa do
género E. coli. Para esse género, a suplementagdo nas diferentes doses nao
apresentou alteracdo, sendo observado somente uma redugé&o significativa (~81) no
grupo DH quando comparado ao grupo DP.

Em B, nota-se a abundéancia relativa do género Bacteroides, onde o grupo DH
apresentou maior abundancia quando comparado ao DP (~100%) e os grupos
DHC50 e DHC500 tiveram diminuicdo na abundancia desse género quando
comparado ao DH (~35,5% e ~60,5%, respectivamente).

Em C, nota-se a abundancia relativa do género Clostridium cluster XIVa. Foi
possivel notar que as doses de 50 mg e 250 mg promoveram aumento (~69% em

abas as doses) na abundancia quando comparado ao grupo DH.
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E, em D, nota-se a abundancia relativa do género Clostridium cluster IV. Para
esse género, observou-se que o grupo DH apresentou maior abundancia quando
comparado ao grupo DP (~141%). Ja os grupos DHC50 e DHC500, apresentaram
valores maiores quando comparados aos grupos DH (~58,5 e ~224%,
respectivamente). O grupo DHC250 apresentou valor menor (~55%) quando
comparado ao grupo DH.

Figura 23 - Abundéncia relativa dos géneros E. coli (A), Bacteroides (B), Clostridium
cluster XIVa (C) e Clostridium cluster IV (D) expressos na microbiota intestinal.
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Valores estéo representados como média + DP, n = 10/grupo, P <0.05. DP, dieta padrdo; DH, dieta
hiperlipidica; DHC50, dieta hiperlipidica + 50 mg de curcumina/kg de peso; DHC250, dieta
hiperlipidica + 250 mg de curcumina/kg de peso; DHC500, dieta hiperlipidica + 500 mg de
curcumina/kg de peso. AR, abundéancia relativa; FC, fold change. *diferente de DP, *diferente de DH.
*diferente de DHC50. &diferente de DHC250.
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7 DISCUSSAO

Considerando a epidemia da obesidade e todas as complicagcbes a ela
associadas, sdo necessarios estudos que avaliem estratégias nutricionais que
auxiliem na sua prevengao. Sabe-se que a curcumina tem efeitos benéficos para a
saude, e tem despertado a atengdo devido a sua relativa seguranca e evidéncia
acumulada de propriedades antiobesogénicas, com efeitos antioxidante,
hipoglicemiante, anti-inflamatério tanto em animais como em humanos (Tham et al.,
2010; Aziz et al., 2013; Jayaraj et al., 2013), além de possuir acdo na reducéo da
resisténcia a insulina, diminuindo a expressdo de citocinas pro-inflamatérias,
acelerando a oxidagdo de acido graxo, bem como o aumento da expressédo de
enzimas antioxidantes (Alappat; Awad, 2010).

Com base nessas afirmacdes, esse estudo teve como objetivo avaliar os
resultados da adicdo do extrato de curcumina como suplementacdo na dieta
hiperlipidica de camundongos C57BL/6, investigando assim, o seu possivel efeito
preventivo no ganho de peso, na melhora do perfil lipidico e glicidico, nas
expressdes de citocinas pro e anti-inflamatoérias, bem como o perfil da microbiota
intestinal. Para avaliar estes efeitos, foi utilizado a curcumina em doses de 50, 250 e
500mg/kg de peso.

Alguns resultados importantes foram demonstrados no presente estudo: a
curcumina suprimiu o aumento da expressao génica de TNF-a no figado e no tecido
adiposo retroperitoneal e promoveu aumento da expressdo génica de IL-10 no
figado, também melhorou o perfil da microbiota intestinal por meio da redugédo de
bactérias patobiontes e aumento de bactérias benéficas. Aumento na expressao
proteica de IL-10 no tecido adiposo epididimal também foi promovido pela
curcumina, além de aumentar a expressédo génica do marcador de macréfago M2
(MRC-1). Outros resultados foram diferentes dos encontrados na literatura.

O presente estudo demonstrou que os animais que receberam dieta
hiperlipidica apresentaram aumento de peso e a suplementagdo de curcumina n&o
foi efetiva em prevenir esse aumento, apesar do grupo DHC50 ter apresentado uma
reducdo nao significativa de aproximadamente 17% quando comparado ao grupo

DH. De forma similar, Neyrinck et al. (2013) mostraram que a administragdo oral de
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curcuma associada a pimenta ndo afetou o ganho de peso entre os grupos dieta
hiperlipidica e dieta hiperlipidica com curcuma.

Da mesma maneira, Kobori et al. (2018) ndo encontraram redugdo no ganho
de peso corporal em animais que consumiram DH e suplementagcdo de curcumina.
De forma controversa, Kim et al. (2019) encontraram que apdés 16 semanas de
tratamento, a curcumina bloqueou significativamente o efeito da DH no ganho de
peso. Com o intuito de encontrar a razdo para essa nao prevengao do ganho de
peso, nao foi possivel encontrar indicios para essa explicagédo, pois alguns trabalhos
encontram efeito positivo no bloqueio do ganho de peso com menos de 12 semanas
na dose de 200mg/kg de peso (Maithilikarpagaselvi et al., 2016).

Em relagdo a ingestédo total (g e kcal), notou-se que os grupos DHC50 e
DHC500 apresentaram menor ingestdo quando comparado ao grupo DH, o que
possivelmente explica a propensado a redugdo no ganho de peso nesses dois
grupos. De forma contraria, alguns estudos encontraram que o consumo alimentar
de ratos e camundongos alimentados com DH ndo mudou com a adigdo de
curcumina (Kobori et al., 2018; Zhao et al., 2018; Panzhinskiy et al., 2019).

Ao analisar o peso dos tecidos, a suplementagdo de curcumina nao alterou o
peso do figado quando comparado ao grupo DH, de forma parecida com o
observado por Neyrinck et al. (2013) e Kobori et al. (2018).

Para o pancreas, o que se notou foi que todos os grupos de DH se diferiram
do grupo DP, uma vez que a dieta rica em gordura proporcionou o aumento do peso
desse 6rgao e a suplementagao de curcumina ndo gerou modificagdes, assim como
encontrado por Kobori et al (2018). De forma semelhante, Chen e Nyomba (2003) e
Ribeiro et al. (2012), encontraram que DH foi capaz de aumentar significativamente
0 peso do pancreas em comparagao a dieta controle. Sugere-se que esse aumento
do peso do pancreas pela DH ocorre pelo fato desse tipo de dieta causar hipertrofia
das ilhotas pancreaticas, associadas ao aumento de células 3 e ndo-f (Ribeiro et al.,
2012).

A respeito dos tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal (visceral), os
grupos de DH apresentaram maiores pesos em relagdo ao grupo de DP, como era
esperado pelo efeito da dieta, mas a suplementacdo de curcumina ndo bloqueou
esse aumento. Controversamente, Zhao et al. (2018), constataram que o tratamento
com curcumina reduziu niveis de gordura visceral nas doses de 100 e 200mg/kg de
peso quando comparado ao grupo de DH. Acredita-se que a redugcdo nos pesos
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desses tecidos adiposos poderia ser atribuida principalmente a reducdo peso
corporal, o que ndo se observou no presente estudo, dificultando assim a redugao
de acumulo de gordura.

Para o TAM, os grupos suplementados DHC250 e DHC500 foram diferentes
do grupo DH, sendo esses grupos suplementados os de maiores valores para esse
tecido. Ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem a relagdo entre
suplementacdo de curcumina e peso de TAM. No entanto, estudos em animais
mostram que o TAM é importante na regulacéo do peso corporal, e é possivel que a
variacao individual na termogénese adaptativa possa ser atribuida a variagbes na
quantidade ou atividade desse tecido. Existem indicios de que estimular a
termogénese adaptativa (definida como calor produzido em resposta ao frio e dieta)
pode servir como um meio de prevenir ou tratar a obesidade (Lowell; Flier, 1997).

Song et al. (2018) encontraram que intervengdo com curcumina aumentou o
gasto energético e a temperatura do corpo em resposta a um desafio com o frio em
camundongos C57BL/6. As investigagcdes in vivo e in vitro sugeriram que a
curcumina aumentou a expressao da proteina desacopladora 1 (UCP1, do inglés
uncoupling protein 1), que é uma proteina principalmente expressa no TAM e atua
na termogénese, regulagcdo do gasto energético e protecdo contra o estresse
oxidativo, mecanismos associados tanto a patogénese do DM2 como a obesidade
(Song et al., 2018).

Ao comparar a porcentagem das gorduras totais hepaticas, encontrou-se que
os grupos de DH apresentaram mais gordura em relagéo ao grupo DP e a adigéo de
curcumina nado impediu esse aumento. De forma contraria a esse achado,
Maithilikarpagaselv et al. (2016) encontraram que niveis elevados de triacilglicerol no
figado de ratos alimentados com alto teor de frutose foram reduzidos com o
tratamento com curcumina (200mg/kg de peso). A rapida lipogénese hepatica é
observada de maneira frequente em varias alteracbes metabdlicas, como na
resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e DM2 (Denechaud et al., 2008). Outro
mecanismo pelo qual o consumo de DH leva a obesidade e diabetes € o aumento da
lipogénese. A proteina de ligagao ao elemento responsiva a carboidratos (ChREBP,
do inglés carbohydrate sensitive response element binding protein) e a proteina 1c
ligadora do elemento regulatério de esterol (SREBP-1c, do inglés sterol regulatory
element-binding protein 1c) sado dois fatores chave de transcricdo para genes que
codificam enzimas lipogénicas (Uyeda; Repa, 2006; Postic et al., 2007).
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Apesar de um estudo realizado em 2011 ter mostrado que a curcumina inibe a
sintese de acidos graxos nos adipdcitos, muito pouco se sabe sobre o efeito dessa
substancia na lipogénese hepatica (Zhao et al., 2011). Trabalho realizado por Shao
et al. (2012) encontrou que a curcumina diminuiu o peso do figado e o conteudo
lipidico intra-hepatico e também demonstrou suprimir a expressdo de SREBP-1c e
ChREBP.

Em relagdo ao GTT, os dados mostraram que o grupo DP foi o que
apresentou menores valores de glicemia ao longo do experimento, porém so foi
possivel observar diferenga entre esse grupo e o grupo DH no tempo 30’, uma vez
que o grupo DH apresentou uma reducdo significativa de tolerancia a glicose,
concordando com o achado de Zhao et al. (2018) e comprovando a eficacia da dieta.
O tratamento com curcumina n&o reduziu os niveis de glicose no sangue e,
concordando com esses achados, Lee et al. (2020) encontraram que a DH
prejudicou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina e a administragao de
curcumina (100 mg/kg de peso) por 13 semanas ndo afetou a tolerancia a glicose.
De forma geral, € possivel notar que os grupos de DH tiverem maiores areas sob a
curva e a suplementacido de curcumina nao alterou esse aumento. Estes resultados
sugerem que o tratamento com curcumina néo foi eficaz no aumento da tolerancia a
glicose.

De forma controversa a esse achado, Zhao et al. (2018) encontraram que o
tratamento com curcumina em ratos reduziu de forma significativa os niveis de
glicose no sangue em 30 e 120 minutos quando comparado ao grupo DH. A AUC
também evidenciou que as concentragdes de glicose foram menores nos grupos
suplementados com curcumina na dose 200mg/kg de peso quando comparado ao
grupo DH. A dose de glicose administrada pelos mesmos autores foi de 2mg/g de
peso do animal, enquanto no presente trabalho, de acordo com doses ja
estabelecidas na literatura, administrou-se 1mg/g de peso do animal, o que poderia
possivelmente explicar essa diferenca de resultados.

Ao observar os resultados da analise histologica, notou-se que a dieta
hiperlipidica ndo foi capaz de induzir alteragbes histolégicas em nenhum dos 6rgéos
analisados e dessa forma, ndo houve o que a suplementagédo de curcumina prevenir.

De forma oposta, Feng et al. (2019) verificaram que no figado de
camundongos alimentados com DH houve um aumento notavel de deposigéao

lipidica em comparagao aos animais do grupo controle e que a suplementagdo com
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curcumina diminuiu de forma significativa esse acumulo de gordura. Uma possivel
explicagédo para esse resultado pode ser devido ao tempo maior de tratamento, pois
a duracao do presente estudo foi de 12 semanas, enquanto o estudo de Feng et al.
(2019) foi de 16 semanas. A porcentagem de lipidios na dieta acredita-se ndo ter
sido o motivo da diferenca, pois no presente estudo a dieta continha 60% de lipidios,
enquanto no estudo de Feng et al. (2019) foi de apenas 41%.

Em relagdo ao péncreas e o intestino, ndo foi possivel encontrar estudos na
literatura que discutissem a relagdo entre curcumina, DH e analise histologica
desses orgaos. Dados de um estudo realizado por Silva et al. (2020) mostraram que
a suplementacdo de curcuma (8mg/dia) resultou em uma esteatose macro e
microgoticular difusa no pancreas dos animais dos grupos de dieta controle e
hiperlipidica. Ja no presente estudo, a suplementagdo de curcumina nido promoveu
alterac&o nesse orgéo.

A respeito do perfil lipidico, da glicemia e insulina, a suplementagdo de
curcumina ndao promoveu melhorias nesses parametros quando comparada a dieta
hiperlipidica somente. Ao encontro desses resultados, Maithilikarpagaselvi et al.
(2016) encontraram que a suplementagdo de curcumina em uma dieta rica em
frutose, ndo promoveu alteracées no CT. Mas, por outro lado, de forma discordante
dos dados encontrados no presente estudo, os mesmos autores encontraram
melhoras nos niveis de TG e HDL.

A curcumina aparenta promover melhoras no perfil lipidico por meio de
diversas vias moleculares. A diminuigdo nos niveis de colesterol, por exemplo, pode
ser explicada pela agcao na redugao da absorcao intestinal de colesterol e acidos
graxos na dieta hiperlipidica mediante a supressdo da expressao das proteinas
NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) no intestino e nos hepatdcitos e pelo aumento da
atividade da enzima colesterol -7 alfa-hidrolase, elevando a excrecdo fecal de
colesterol e acidos biliares (Feng; Ohlsson; Duan, 2010).

Zhao et al. (2018) também obtiveram resultados diferentes, uma vez que a
suplementag¢ao de curcumina diminuiu significativamente as concentragdes de TG e
LDL quando comparados ao grupo DH. E, de forma concordante ao presente
estudo, ndo encontraram diferengas para o HDL.

E sabido que a RI tem sido associada ao excesso de tecido adiposo, pois ha
um aumento de varias adipocitocinas, como exemplo, TNF-q, IL-6, resistina, proteina

estimuladora de acilacao e leptina (Yamauchi et al., 2001). Um enorme numero de
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evidéncias clinicas e experimentais propde que a curcumina pode atuar como forma
de tratamento alternativo para prevenir e tratar as desordens do DM2. Estudos
utilizando modelos de Rl e diabetes em ratos e camundongos, evidenciaram que a
curcumina aumenta a sensibilidade a insulina, e dessa forma, melhora a sinalizagao
da mesma (Murugan; Pari; Rao, 2008; Panzhinskiy et al., 2014; Song et al., 2015).

Mecanismos propostos indicam que a curcumina atua através de diferentes
maneiras, incluindo a regulagdo da sinalizagdo da insulina através da ativagao de
uma gama de moléculas, como os receptores hormonais, fatores de transcrigao,
fatores de crescimento, citocinas e adipocinas, as quais trabalham de forma
sinérgica para sustentar a homeostase da glicose (Jimenez-Osorio; Monroy; Alavez,
2016).

De forma semelhante aos resultados do presente estudo, Kobori et al. (2018)
também nao encontraram efeitos da suplementagcado de curcumina nos niveis de CT,
TG e insulina. Ja para a glicemia, de forma ndo concordante, notaram efeito
benéfico da suplementagdo de curcumina em reduzir esses niveis. No presente
trabalho, apesar de sem diferenca estatistica, houve uma redugéo no grupo DHC500
(~11%) quando comparado ao grupo DH.

Alguns mecanismos moleculares poderiam explicar esses resultados
benéficos que foram encontrados nos estudos citados, mas ndo no presente estudo.
A RI é a doenga basica subjacente no DM2 e na sindrome metabdlica.

Neerati, Devde e Gangi (2014) evidenciaram que a curcumina poderia
suprimir a Rl por meio da ligagdo da curcumina com PPAR-y como agonista, e assim
a curcumina pode ter uma funcdo de prevengdo na RI induzida pela dieta
(Jayakumar; Ahmed; Ebenezar, 2016).

Além disso, diversos estudos evidenciaram que a curcumina eleva a
expressao do receptor do LDL, além de aumentar também a atividade de captagao
dos receptores de LDL (Dou et al.,, 2008; Kim; Kim, 2010; Tai et al., 2014)
promovendo assim um aumento na depuracdo dos niveis de colesterol corporal.
Como ela interage com varios alvos, incluindo o receptor ativado por proliferadores
de peroxissoma alfa (PPAR-a, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor
alpha), PPARYy, proteina de transferéncia de colesterol esterificado (CETP, do inglés
cholesteryl ester transfer protein) e lipoproteina lipase, a curcumina provavelmente
pode exercer um papel na reducdo dos niveis de triglicerideos (Sahebkar, 2014a;
Sahebkar, 2014b, Sahebkar, 2014c). Além disso, acredita-se que a curcumina esteja
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relacionada a efeitos sensibilizadores a insulina e a melhorias nas adipocinas e
efeitos anti-inflamatoérios. Ademais, € esperado que a curcumina afete tanto a
sintese quanto o catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos (Sahebkar,
2014a; Sahebkar, 2014b, Sahebkar, 2014c). Assim, a suplementacdo dessa
substancia pode acarretar em diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
triglicerideos e colesterol, mitigando as expressbes dos genes lipogénicos
(Sahebkar, 2014b, Sahebkar, 2014c; Sahebkar; Chew; Watts, 2014).

Outro possivel mecanismo de modulagao do efeito anti-lipidico e os principais
componentes bioativos responsaveis principalmente pelo potencial efeito, incluem a
inibicdo seletiva da 113-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 ou cortisona redutase
(11B-HSD1, do inglés 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1) (Hu et al., 2013),
diminuicdo da absorgdo do colesterol e aumento da atividade de colesterol-7a-
hidroxilase (Kim; Kim, 2010).

Ainda que os estudos citados relatem um efeito hipolipidico e hipoglicemiante
da curcumina, os resultados encontrados no presente trabalho foram inconsistentes
com os achados da literatura.

Quanto ao indice aterogénico, opostamente ao presente estudo,
Maithilikarpagaselvi et al. (2016) encontraram que dieta rica em frutose aumentou
esse indice em comparagao ao grupo controle e a suplementagdo de curcumina
suprimiu esse aumento. Ainda de forma discordante, dieta hiperlipidica com
curcumina também reduziu significativamente o indice aterogénico em 48% em
comparagao com a dieta hiperlipidica sozinha (Kim; Kim, 2010).

Com relagcdo a expressdo proteica, notou-se um aumento significativo na
producéo de IL-10 no tecido adiposo epididimal dos grupos DHC250 e DHC500 em
comparagao ao grupo DH. De forma conexa a esse achado, encontrou-se uma
reducdo na glicemia no grupo DHC500 quando comparado ao grupo DH e um
aumento nos niveis de insulina no grupo DHC250 quando comparado também ao
grupo DH, sugerindo entdo uma possivel melhora nos parédmetros inflamatérios e
metabdlicos nos animais desses grupos suplementados (250 e 500mg/kg) apds o
tratamento.

Ja é bem estabelecido que a IL-10 é caracterizada como uma citocina anti-
inflamatdria, inibindo a inflamagao por meio da redugao de por exemplo o TNF-aq,
interleucina-1 beta (IL-1p), IL-6 entre outros (Locati; Mantovani; Sica, 2013). Paralelo
a isso, a curcumina pode induzir a expressao e produgao de IL-10 intensificando sua
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acédo em varios tecidos (Kant et al., 2014; Abd Allah; Gomaa, 2015; Singh et al.,
2015).

A respeito dos marcadores pr6é e anti-inflamatérios ao nivel de expressao
génica, observou-se que a expressdo do TNF-a no figado e no tecido adiposo
retroperitoneal dos animais do grupo DH estava significativamente aumentada em
12 vezes quando comparado ao grupo DP. De forma benéfica, notou-se que nas 3
doses (DHC50, DHC250 e DHC500) houve redugdo da expressdao quando
comparadas ao grupo DH. Esses resultados sdo apoiados pelos de Kelany, Hakami
e Omar (2017), uma vez que observaram que uma dieta rica em frutose por 8
semanas foi capaz de aumentar os niveis séricos de TNF-a e suplementacdo de
curcumina (200mg/kg de peso) promoveu diminui¢do desse nivel (Kelany; Hakami;
Omar, 2017). Também de forma semelhante, Maithilikarpagaselvi et al. (2016)
encontraram que a dieta hiperlipidica por 10 semanas aumentou niveis de
marcadores inflamatérios, como o TNF-a e a suplementacdo de curcumina
(200mg/kg de peso) promoveu redugao nesses niveis (Maithilikarpagaselvi et al.,
2016). Outro estudo realizado em 2011, similarmente encontrou que uma dieta rica
em gordura promoveu aumento nos niveis de TNF-a e a suplementagdo de
curcumina (80mg/kg de peso) suprimiu esse aumento (EI-Moselhy et al., 2011).

Tem sido investigado de forma ampla, como a curcumina regula
negativamente a expressdo de TNF-a em diferentes tipos de células e em resposta a
uma variedade de estimulos. O mecanismo pelo qual a curcumina promove esses
efeitos anti-inflamatérios em animais € que essa substancia pode suprimir a ativacao
de NF-kB induzida por TNF-a, atenuar a secrecdo de MCP-1 e a permeagao de
macrofagos no tecido adiposo, inibindo assim a secregdo de citocinas pré
inflamatorias (Chan,1995; Singh; Aggarwal, 1995). A partir dessas descobertas,
diversos mecanismos pelos quais a curcumina pode exercer atividade anti-
inflamatoria tém sido propostos. Estudos sugerem que a administracdo oral de
curcumina regula a expressao de TNF-a tanto no soro quanto no tecido dos animais
(Ung et al., 2010; El-Moselhy et al., 2011; Gutierres et al., 2012). A reduc&o dos
niveis de TNF-a promovida pela curcumina também foi observada em camundongos
(Leyon; Kuttan, 2003). Na grande maioria desses estudos, as doses de curcumina
utilizadas foram de 50 a 500 mg/kg/dia. Alguns estudos também constataram que a
endotoxina induz o choque séptico em animais, em parte, por meio da producio de
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TNF-a, e a curcumina foi capaz de reverter essa condi¢do (Chen et al., 2008; Huang
et al., 2008; Nishida et al., 2010).

A suplementacdo de curcumina nas 2 doses (50mg e 250mg/) foi capaz de
promover aumento da expressao génica de IL-10 no figado quando comparadas ao
grupo DH. Estudos realizados por Yue et al. (2019) e Zhao et al. (2017) também
encontraram efeito benéfico da curcumina em aumentar a expressao de IL-10.

Ainda a respeito de inflamagao, os macréfagos sdo amplamente classificados
em dois fendtipos de polarizagdo, M1 (que secreta principalmente fatores pro-
inflamatorios, como TNF-a) e M2 (que secreta principalmente fatores anti-
inflamatorios, como MRC-1 e IL-10). Verificou-se, nos ultimos anos, que o0s
macrofagos desempenham um papel importante na inflamagao crénica do tecido
adiposo obeso (lde et al., 2011; Glass; Olefsky, 2012).

Evidéncias também mostram que, no tecido adiposo, a diminuicdo de M2 esta
relacionada a obesidade e disturbios metabdlicos associados a inflamacao. Varios
estudos revelaram que os macrofagos M2 foram associados a menor inflamagao do
tecido adiposo e disturbios metabdlicos associados a obesidade no tecido adiposo
humano e de camundongos (Aron-Wisnewsky et al., 2009; Fujisaka et al., 2009).

Apesar da suplementagao ndo ter exercido um efeito positivo no marcador de
macrofago M1 (TLR-4), quando analisada a expresséo génica de MRC-1 (marcador
de macréfago M2) no tecido adiposo, os resultados demonstraram que o aumento
da expressao proteica dose-dependente de IL-10 foi associado a elevada expressao
génica de MRC-1. Além disso, de maneira concordante com Islam et al. (2021), uma
reducédo na expressao do gene Arg-1 (marcador de macrofagos M2) foi observada
pela suplementacdo, o que é debatido na literatura, uma vez que macrofagos M1
também podem expressar Arg-1 (Murray, 2017).

A respeito da MI, sabe-se que essa esta diretamente associada com padrbes
alimentares, além de estar ligada a multiplas funcdes fisioldogicas do hospedeiro,
como imunomodulagdo e nutricdo e metabolismo, desempenhando assim, crucial
funcdo na manutencao da saude (Machado; Moreira; Rosa, 2015).

Ja em relacéo a influéncia da Ml na nutrigido e no metabolismo, considera-se
que as bactérias intestinais sdo os fundamentais reguladores da digestdo ao longo
do trato gastrointestinal; as bactérias comensais exercem fungdo importante na
extragdo, sintese e absor¢gdo de muitos nutrientes e metabdlitos, incluindo acidos

biliares, lipidios, aminoacidos, vitaminas e acidos graxos de cadeia curta (AGCC). A
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MI tem uma atribuicdo imune importante contra a colonizagdo de bactérias
patogénicas, vetando seu crescimento, consumindo os nutrientes disponiveis e/ou
produzindo bacteriocinas e também previne a invasido de bactérias, por meio da
manutengdo da integridade do epitélio intestinal (Khosravi; Mazmanian, 2013).

Nos ultimos 9 anos, houve um aumento nos estudos mostrando que as
alteragdes na composicédo da Ml estdo relacionadas a uma vasta gama de doengas,
incluindo doencas relacionadas ao figado, obesidade, diabetes, cancer, inflamacéo
intestinal, entre outras (Harris et al., 2012; Cammarota et al., 2015; Doulberis et al.,
2017; Shen; Liu; Ji, 2017). Desse modo, a M| tem sido bastante considerada como
um alvo terapéutico promissor para essas doengas associadas (Brunkwall; Orho-
Melander, 2017; Wiest et al., 2017; Woodhouse et al., 2018).

Dentre os microorganismos que compdéem a microbiota intestinal, a grande
maioria s&o bactérias, sendo os filos com maior abundéncia: Firmicutes
(compreende os géneros gram-positivos Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus,
Faecalibacterium, Lactobacillus, entre outros), Bacteriodetes (compreende o0s
géneros gram-negativos Bacteroides, Prevotella, entre outros), Actinobacteria
(compreende o género gram-positivo Bifidobacterium) e Proteobacteria (compreende
0 género Enterobacteriaceae com Escherichia coli como o representante mais
predominante), os quais foram escolhidos para esse trabalho devido sua
representatividade na MI, pois correspondem a mais de 90% de toda a comunidade
bacteriana (Robles-Alonso; Guarner, 2013). Vale ressaltar que, embora esses filos
estejam presentes na M| de todos os individuos, ha uma variagcdo inter e
intrapessoal na abundancia de cada um deles. Assim, os fatores que influenciam
fortemente a composicao bacteriana e consequentemente as fungdes da Ml humana
sédo diversos, como por exemplo a genética do hospedeiro, o estado nutricional, o
tipo de dieta, a pratica de exercicio fisico e a ingestdo de determinados nutrientes
(Cho; Blaser, 2012).

Simultaneamente a isso, como ja mencionado, o intestino € envolvido no
metabolismo da curcumina, sugerindo esse 6rgao um dos principais alvos dessa
substancia, com potenciais efeitos reguladores (Jurenka, 2009; Prasad; Tyagi;
Aggarwal, 2014). Apos a administragc&o oral, a curcumina se acumula principalmente
no trato gastrointestinal em grandes quantidades, onde, apds digestdo microbiana,
pode se transformar em metabolitos biologicamente ativos (Manach et al., 2005;
Williamson; Clifford, 2017; Di Meo et al., 2019). Assim, € coerente inferir que a
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curcumina pode exercer efeitos reguladores diretos na MI. Isso pode ser um
mecanismo importante subjacente aos seus beneficios terapéuticos (Shen; Ji, 2016)
e poderia explicar o paradoxo entre a baixa biodisponibilidade sistémica da
curcumina e suas atividades farmacolégicas amplamente divulgadas.

A curcumina no intestino favorece o crescimento de cepas de bactérias
benéficas, como Bifidobacteria e Lactobacilli, com reducdo de cepas patogénicas
(McFadden et al., 2015; Shen; Liu; Ji, 2017). Além disso, descobriu-se que o
tratamento com curcumina diminui a riqueza e a diversidade microbiana, com uma
redugcdo especifica de espécies como Prevotellaceae e Bacteroidaceae,
frequentemente associadas ao aparecimento de doengas sistémicas (Shen; Liu; Ji,
2017).

Dessa forma, neste estudo analisou-se a influéncia da dieta hiperlipidica, bem
como o efeito da suplementacdo de curcumina na modulagao da M.

Com relagéo ao filo Firmicutes, nem a dieta e nem a curcumina promoveram
modificagdes na abundancia relativa. Apesar de n&o ter sido encontrada diferenca
nesse filo, notou-se que a abundancia desse filo estava aumentada nas 3 doses em
comparacao a DH e o efeito parece ter sido dose-dependente. Dentro desse filo, ha
tanto géneros com atividade imunomodulatoria benéfica, mas também géneros
relacionados a indugao da inflamagao. A classe Clostridia, a ordem Clostridiales e as
familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae sao as mais abundantes. A classe
Clostridia abrange os clusters IV e XIVa, compostos principalmente, por bactérias
benéficas capazes de produzir butirato (AGCC), tais como, Faecalibacterium,
Eubacterium e Roseburia (Hold et al., 2003; Eckburg et al., 2005). Elevar o numero
de bactérias gram-positivas que produzem butirato, como Firmicutes, pode ser uma
estratégia na regulagdo das diversas cascatas de sinalizagdo associadas com
metabolismo de lipidios e glicose (Tilg; Moschen, 2014). De forma concordante, um
estudo realizado recente encontrou que a curcumina ndo teve impacto significativo
na abundancia relativa de Firmicutes (Islam et al., 2021).

Ja para o filo Bacteroidetes, de modo geral, a DH aumentou a abundéncia e
todos os tratamentos reduziram, com excegdo da dose de 500mg que aumentou
muito. Similarmente, Han et al. (2021) encontraram que o tratamento com curcumina
diminuiu significativamente a abundancia relativa de Bacteroidetes. Bacteroidetes
sdo o maior filo de bactérias gram-negativas que habitam o trato gastrointestinal e
tém sido atribuidos papéis especificos a alguns géneros desse filo no
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desenvolvimento de desregulagdo imunoldgica, doengas sistémicas como a
sindrome metabdlica e também disturbios neurolégicos (Gibiino et al., 2018), além
de exercem potencial mais patogénico e inflamatoério (Pérez et al., 2019).

Para o filo Actinobacteria, esse foi menos expresso na dose de 50mg e mais
expresso nas doses de 250 e 500mg quando comparados ao grupo DH. Esse filo é
composto de espécies de Bifidobacterium, bactéria que, assim como o Lactobacillus,
vem sendo utilizada como probidtica devido aos seus beneficios a saude do
hospedeiro desde o nascimento até a fase idosa (Riviere et al., 2016). Da mesma
forma, um estudo realizado por Feng et al. (2017) encontrou que a actinobacteria
aumentou de forma acentuada no grupo suplementado com curcumina.

No filo Proteobacteria, notou-se que a DH foi capaz que aumentar a
quantidade desse filo e a dose de 50mg foi eficaz em reduzir quando comparado ao
DH. Ja as doses de 250 e 500mg tiveram efeito contrario. Esse filo € composto de
enterobactérias, como por exemplo, Escherichia coli e Bilophila wadsworthia,
conhecidas por serem bactérias patogénicas, com maior potencial de indugcéo a
processo inflamatério (Marchesi et al., 2016; Pérez et al., 2019). Outros estudos
(Rizzatti et al., 2017; Bai; Ru; Bruner, 2018) confirmaram o papel de Proteobacteria
na obesidade, produzindo moléculas pré-inflamatorias, como lipopolissacarideos,
ajudando a coletar energia e aumentar o armazenamento de gordura do hospedeiro
(Rizzatti et al., 2017).

Ao nivel de género, efeito benéfico da curcumina em aumentar a abundancia
de bactérias produtoras de butirato (Clostridium cluster XIVa e 1V) foi observado. As
espécies de Clostridium XlVa e 1V produzem AGCC, especialmente o butirato (que
pode desempenhar papel primordial na melhoria da disfun¢do da barreira intestinal),
e desempenham um papel indispensavel na homeostase intestinal, além de
apresentarem um grande potencial como probidticos (Nagano; Itoh; Honda, 2012;
Elamin et al., 2013). Estudo realizado por Han et al. (2021) observou também que
similarmente, curcumina também aumentou a abundéancia relativa de Clostridium
cluster XIVa.

Observou-se também efeito da curcumina em reduzir a abundéncia de
Bacteroides, um género relativamente complexo e que engloba diversas espécies e
que, apesar do seu potencial papel na promocdo da saude do hospedeiro, seus
efeitos adversos ndo devem ser ignorados (Ley et al., 2008). Como por exemplo, o
polissacarideo capsular A (PSA) de B. fragilis, que também possui propriedades
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indutoras de abcesso (Surana; Kasper, 2012). Ha relatos também da capacidade de
metabolizacédo de polissacarideos de B. thetaiotaomicron em facilitar o crescimento
da bactéria patogénica C. difficile, em aumentar a expressdo do gene de viruléncia
em E. coli, e em exacerbar infecgéo por C. rodentium (Curtis et al., 2014).

Um outro estudo realizado por Sreng et al. (2019), mas de forma menos
semelhante ao presente estudo, objetivou investigar o efeito do resveratrol e da
curcumina de forma isolada ou em associagdo no controle da glicemia e na
microbiota intestinal. Os autores encontraram que os dois polifendis em conjunto
afetam a ecologia microbiota intestinal de animais alimentados com DH. De forma
similar aos achados do presente estudo, também encontraram que comparado a
dieta controle, os animais do grupo DH tiveram um aumento na abundancia de
proteobacteria.

Estudos prévios tém demonstrado que a curcumina exerce efeitos benéficos
em modelos animais, com diversas atividades farmacoldgicas e potencial terapéutico
contra muitas doencgas (Panzhinskiy et al., 2019; Ghosh et al., 2020; Jafari Khataylou
et al., 2020), mas seu efeito sobre a M| ainda nao foi totalmente investigado.

Algumas discrepancias encontradas nos resultados, podem ser atribuidas a
diferencas de literatura a respeito das condi¢gdes experimentais, como diferentes
periodos de seguimento (variando de 4 dias a 16 semanas) (Neyrinck et al., 2013;
Maithilikarpagaselvi et al., 2016; Zhao et al., 2018; Kim et al., 2019) e diferentes
doses (variando de 40mg/kg de peso a 1,4g/kg de peso) (Neyrinck et al., 2013; Ding
et al., 2016), as quais devem ser consideradas como limitagbes mesmo com
estatistica adequada para tentar homogeneizar os resultados. Outro fator que requer
mais estudos aprofundados é o que se associa a biodisponibilidade, pois, apesar da
curcumina ter multiplos beneficios medicinais, a sua baixa disponibilidade oral
continua sendo uma dificuldade no desenvolvimento de formulagdes para eficacia
clinica.

Por outro lado, acreditamos que esses ndo sejam os principais motivos
dessas discordancias, pois alguns trabalhos encontraram resultados benéficos em
tempo menor de tratamento, outros em maior tempo, alguns com doses maiores, e
outros menores, como o caso do presente trabalho no que diz respeito a dose de 50
mg/kg de peso.

Apesar da heterogeneidade dos dados da literatura, o presente estudo
apresentou beneficios em bloquear a inflamacao por meio da inibicdo da expressao
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génica de TNF-a no figado e no tecido adiposo retroperitoneal, aumentar a
expressao proteica de IL-10 no tecido adiposo e génica no figado, além de promover
um aumento na expressdo génica do marcador de macréfago M2 (MRC-1) e
melhorar o perfil da microbiota intestinal, especialmente na dose de 50 mg/kg de

peso em 12 semanas de intervengéo.
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8 CONCLUSAO

Embora a suplementacédo de curcumina nao exerceu alteragdes relacionadas
a prevencédo do ganho de peso em camundongos alimentados com uma dieta rica
em gordura, independentemente da dose administrada, observamos efeitos
benéficos na resposta inflamatéria, evidenciada pela redugcéo da expressédo génica
de TNF-a no figado e tecido adiposo retroperitoneal e aumento da expresséo
proteica de IL-10 no tecido adiposo e génica no figado, além de promover um
aumento na expressao génica do marcador de macréfago M2 (MRC-1). Melhora no
perfil da microbiota intestinal também foi observada, preferencialmente quando a
curcumina foi administrada na dose de 50 mg/kg de peso.

Com base nesses achados, propomos que sao necessarios estudos de
acompanhamento com doses mais baixas (50 mg/kg até 250 mg/kg) para elucidar
sobre uma possivel dose-resposta relacionada a melhora dos parametros
metabdlicos e inflamatorios.

Além disso, o presente estudo pode fornecer novos insights sobre como a
curcumina pode melhorar as complicagdes associadas a obesidade e consequente

inflamacgao.
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ANEXO

ANEXO A - Aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMRP (CEUA-
FMRP)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO CEU AC
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO 0 5 S

COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS Comisio deBie o Usede A
Replacemint] Rtducham|
FMRP
65an0s USP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “O efeito da suplementagdo de
curcuma na microbiota intestinal e pancreas de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
hiperlipidica”, registrado com o nimero 089/2017, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Vivian Marques Miguel Suen, envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comisso de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdio Preto da Universidade de Sio Paulo em

reunido de 02 de agosto de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 50 camundongos C57BI 6 machos pesando
20g oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sao Paulo. Vigéncia da autorizagdo: 02/08/2017 a 07/12/2017.

We certify that the Protocol n* 089/2017, entitled “The effect of curcuma supplementation in the intestinal
microbiota and pancreas of C57BL / 6 mice fed a highfat diet”, is in accordance with the Ethical Principles in
Animal Research adopted by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was
approved by the Local Animal Ethical Committee from Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo
Paulo in 08/02/2017. This protocol involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except humans) for research purposes, and includes the use of 50 male C57BIl 6 mice
weighing 20g from the Central Animal House of Ribeirao Preto Medical School, University of Sdo Paulo. This
certificate is valid until 12/07/2017.

Ribeirdo Preto, 02 de agosto de 2017

Prof. Dr. ndo Silva Carneiro
Vice-Presidente da CEUA-FMRP — USP,
em exercicio
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