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RESUMO

DE SOUSA, Andressa Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017. Efeito da farinha de sorgo (Sorghum bicolor L.) extrusado na esteatose
hepatica, na microbiota intestinal, na inflamacido e no estresse oxidativo em
ratos obesos. Orientadora: Hércia Stampini Duarte Martino. Coorientadores: Ceres
Mattos Della Lucia, Hilario Cuquetto Mantovani, Maria Eliza de Castro Moreira e
Valéria Aparecida Vieira Queiroz.

O consumo de dietas hiperlipidicas estd associado ao desenvolvimento da obesidade
e outras complicacdes metabolicas, em parte, por promover alteracdes na
composi¢do da microbiota intestinal. A farinha de sorgo extrusado (FSE), obtida a
partir do grao de sorgo marrom (Sorghum bicolor L.), genotipo SC 319, ¢ um cereal
rico em fibra alimentar, compostos bioativos e antioxidantes, que pode exercer
efeitos benéficos a saude por modular positivamente a microbiota intestinal e os
sintomas associados a obesidade. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
o efeito da FSE na biometria, na esteatose hepatica, na microbiota intestinal, nos
marcadores inflamatdrios e no estresse oxidativo em ratos obesos. Ratos machos
adultos Wistar (n=32) foram incialmente divididos em dois grupos de alimentagdo:
grupo AIN-93M como controle eutrofico (n = 8) e grupo HFD (dieta hiperlipidica; n
= 24) para indu¢do da obesidade, por sete semanas. Ao final desse periodo, o grupo
AIN-93M foi mantido, e os animais obesos foram redistribuidos em trés grupos:
HFD (n = 8), HFDS50 (HFD + FSE substituindo 50% da fibra alimentar ¢ 100% de
amido de milho da dieta; n = 8) e HFDS100 (HFD + FSE substituindo 100% da fibra
alimentar e 100% de amido de milho da dieta; n = 8) por oito semanas. Os resultados
deste estudo demonstraram que a FSE contribuiu para a redu¢do do indice de massa
corporal, bem como o peso do figado dos animais obesos. Além disso, verificou-se
redu¢do da lipogénese hepatica nesses animais em virtude do aumento da expressao
génica e dos niveis proteicos do receptor ativado por proliferador de peroxissomas o
(PPAR- o) e da expressdao génica do receptor de adiponectina 2 (AdipoR2),
associado com a redu¢do da expressdo génica da proteina de ligacdo ao elemento
regulador de esterol 1c (SREBP-1c¢). As andlises histologicas confirmaram a redugdo
do grau de esteatose hepatica nos animais alimentados com a FSE. Adicionalmente, a
FSE melhorou a composicdo da microbiota intestinal e o perfil inflamatério por
aumentar a propor¢do do filo Bacteroidetes em razao do filo Firmicutes, além de

reduzir a expressdo e niveis proteicos do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-
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kB) e resistina. A FSE restaurou a capacidade antioxidante total do plasma reduzindo
a peroxidacdo de lipidios, as espécies reativas e aumentando a expressao génica da
enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD) e da proteina de choque térmico 72
(HSP72). Esses resultados indicam que a FSE produzida a partir do genotipo de
sorgo de pericarpo marrom foi eficaz para melhorar as medidas biométricas, a
lipogénese hepatica, modular positivamente a microbiota intestinal, reduzir a
inflamacdo e o estresse oxidativo, podendo, portanto, ser considerada um alimento

com potencial funcional na prevencdo da obesidade e suas co-morbidades.
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ABSTRACT

DE SOUSA, Andressa Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017. Extruded sorghum (Sorghum bicolor L.) flour effect in hepatic steatosis,
intestinal microbiota, inflammation and oxidative stress in obese mice. Adviser:
Hércia Stampini Duarte Martino. Co-advisers: Ceres Mattos Della Lucia, Hilério
Cuquetto Mantovani, Maria Eliza de Castro Moreira and Valéria Aparecida Vieira
Queiroz.

The high fat diet intake is associated with the development of obesity and other
metabolic complications, in part, to promote changes in the composition of the gut
microbiota. Extruded sorghum flour (ESF), acquired from sorghum brown grains
(Sorghum bicolor L.), genotype SC 319, is known as being a cereal rich in dietary
fiber, bioactive compounds and antioxidants, which has positive effects on health by
modulating positively human gut microbiota as well as symptoms associated with
obesity. This study investigated the ESF effect on biometrics modulation; hepatic
steatosis and gut microbiota; inflammatory markers and oxidative stress in obese
mice fed a high fat diet. Adult male Wistar rats (n = 32) were initially divided into
two feeding groups: AIN-93M as lean control (n = 8) and HFD group (n = 24) for
induction of obesity for seven weeks. At the end of this period, the AIN-93M group
was maintained, and obese animals were redistributed into three groups: HFD (n =
8), HFDS50 (HFD + FSE replacing 50% of dietary fiber and 100% of maize starch
from the diet , N = 8) and HFDS100 (HFD + FSE replacing 100% of dietary fiber
and 100% of maize starch in the diet, n = 8) for eight weeks. ESF contributed on
decline for body bulk marks, as well as obese mice liver weight. ESF reduced hepatic
lipogenesis due to expression increase and protein levels of peroxisome proliferator-
activated receptors-a. (PPARa) and increase in the adiponectin receptor 2 (AdipoR2)
gene expression associated with reduced expression on the protein binded to the
sterol regulatory element 1c¢ (SREBP-1c). Histological analysis confirmed a hepatic
steatosis degree reduction on the liver. The ESF improvement gut microbiota
composition by increasing Bacteroidetes phylum proportion over the Firmicutes
phylum, that fact had occur accompanied by an inflammatory profile amelioration
with lower expression and lower transcription factor nuclear kappa B (NF- «B)
protein levels. Results also showed a decreasing of serum levels of resistin. ESF has
restored the plasma total antioxidant capacity by reducing lipid peroxidation and

reactive species beside increasing the antioxidant enzyme superoxide dismutase
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(SOD) and heat shock protein 72 (HSP72) expression. Results indicate that ESF
should be considered a food with functional potential and also can prevent the

obesity and hepatic steatosis.
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenga cronica ndo transmissivel (DCNT) caracterizada
pela deposi¢do em excesso ou anormal de gordura no tecido adiposo. E uma doenga
que alcanga propor¢des epidémicas tanto em paises desenvolvidos como nos paises
subdesenvolvidos. De acordo com o ultimo dado da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), no ano de 2014, cerca de 1,9 bilhdes de adultos em todo o mundo estavam
acima do peso e mais de 600 milhdes eram obesos. A etiologia da obesidade ¢
multifatorial e envolve fatores bioldgicos, ambientais e neuropsicoldgicos, sendo
normalmente, associada a alteragdes clinico-metabolicas tais como, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia, hipertensdo, dislipidemias, esteatose hepatica e outras
(ABESO, 2016).

O desequilibrio entre o consumo e o gasto de energia, constitui um dos
principais fatores responsaveis para o desenvolvimento da obesidade. O consumo de
dietas hipercaloricas, principalmente ricas em gorduras saturadas e carboidratos
simples, estd associado ao acumulo de gordura no tecido adiposo, e podem promover
alteracdo na composicdo da membrana celular de adipdcitos, modular a transcrigdo
de diferentes genes envolvidos na lipogénese e lipolise de acidos graxos, além de
alterar o padrdo de producio e secrecdo das adipocinas (REYNES et al., 2017). A
desregulagdo no metabolismo de lipidios em individuos obesos estd associada a
ativacdo de vias inflamatorias, estresse oxidativo, esteatose hepdtica e outras
comorbidades que culminam no desenvolvimento de patologias, como a doenca
hepatica gordurosa nao-alcoodlica (DHGNA) (BROWNING; HORTON, 2004).

A inflamacdo no tecido adiposo e a lipogénese, caracteristicas da obesidade,
também podem ser parcialmente resultados da relagdo dieta-hospedeiro- microbiota
intestinal. E crescente o numero de evidéncias que demonstram o papel das dietas,
especialmente relacionadas ao consumo de gorduras saturadas, afetando de maneira
significativa a composi¢do do ecossistema intestinal e influenciando na abundancia
de fatores microbianos inflamatorios circulantes (LAM et al., 2015; ZHOU et al.,
2017). Os fatores microbianos (lipopolissacarideos, flagelinas, peptideoglicanos)
induzem a maior producao de citocinas pro-inflamatorias, que alteram a expressao de
genes do hospedeiro e promovem estado patogénico (CAESAR et al., 2015). Estudos

tém demonstrado que ratos germ-free sao resistentes a obesidade induzida por dieta e
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exibem reduc¢do da inflamacao no tecido adiposo, além de diminuicdo da absorcao de
glicose, reducdo da lipogénese hepatica, aumento da oxidagdo de acidos graxos e
diminui¢do no depdsito de triacilglicerol (TAG) nos adipocitos € em outros 6rgaos,
demonstrando dessa forma o possivel papel da microbiota intestinal nas desordens
metabolicas da obesidade (BACKHED et al., 2004, 2007).

Sendo assim, a modulacdo da ecologia do intestino por meio da dieta para
melhorar a saide do hospedeiro, reduzir a incidéncia de obesidade e outras doengas
associadas, tem sido interesse de muitos autores (CAESAR et al., 2015;
SONNENBURG; BACKHED, 2016). Os alimentos ricos em compostos bioativos,
possuem atividade bioldgica comprovada e por isso estdo sendo amplamente
estudados, em virtude dos seus inimeros beneficios a satide. Os compostos bioativos
e seus beneficios funcionais estdo associados a sua atuacdo direta por meio da
absorcdo (e de seus metabolitos) e indireta mediada por compostos nao absorvidos
que modificam a microbiota colonica e, consequentemente, todo o metabolismo com
acdes antioxidantes, anti-inflamatoria, anticancer e cardioprotetora (SHARMA et al.,
2007; FLOEGEL et al., 2010; FREINAGEL, S.; JUSKIEWICZ, J., 2011).

Nesse contexto, o sorgo (Sorghum bicolor L.) é uma excelente fonte de
compostos bioativos, especialmente as 3-deoxiantocianinas (3-DXAs), taninos e
policosanois, além das fibras alimentares, alguns minerais, lipidios insaturados,
vitaminas lipossoluveis e do complexo B que garantem uma boa qualidade
nutricional e uma potente agdo funcional a esse cereal (MARTINO et al., 2012;
QUEIROZ et al., 2015). No entanto, muitas das propriedades bioldgicas do sorgo
integral, ndo sdo utililizadas pelos sistemas biologicos em virtude das caracteristicas
estruturais dos seus compostos bioativos, como acidos fenolicos ligados a cadeias de
arabinoxilanos e taninos de alta massa molecular. Essas caracteristicas dificultam o
processo de digestdo de compostos bioativos no trato gastrointestinal superior
reduzindo a sua biodisponibilidade e portanto, a atividade (LOPEZ et al., 2016).

Algumas técnicas de processamento, como a extrusdo de cereais, utilizadas
no intuito de viabilizar o consumo de sorgo por humanos e animais, vem sendo
considerada promissora na producdo de alimentos funcionais a base de cereais
(GUMUL; KORUS, 2006; ANUNCIACAO et al., 2017). O processamento por
extrusdo utiliza uma combina¢do de calor, umidade e trabalho mecanico, que
modifica as matérias-primas, proporcionando novos formatos e estruturas com

diferentes caracteristicas funcionais e nutricionais em um curto espaco de tempo
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(ALAM et al., 2016). Sugere-se que as elevadas temperaturas utilizadas nesse
processamento favorecam para a redugdo do grau de polimerizacdo de taninos e
também, fragmentem a estrutura de arabinoxilanos, aumentando a biodisponibilidade
dos mesmos e portanto, o seu potencial biologico (CARDOSO et al., 2015a; LOPEZ
et al., 2016). Em virtude disso, sugere-se que as dietas contendo farinha de sorgo
marrom extrusado tenham a¢do importante na melhora de alteracdes metabolicas
decorrentes da obesidade, como a biometria e a esteatose hepatica de animais obesos,
bem como a composi¢do da microbiota intestinal, o perfil inflamatorio e as defesas

antioxidantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar o efeito da farinha de sorgo extrusado (Sorghum bicolor L.) na
esteatose hepatica, na microbiota intestinal, na inflamacdo e no estresse oxidativo de

ratos Wistar adultos obesos.

2.2. Objetivos Especificos:

- Avaliar o efeito do consumo de farinha de sorgo extrusado em ratos obesos
alimentados com dieta hiperlipidica sobre as medidas biométricas, o processo de

lipogénese, oxidacao e retencdo de gorduras do tecido hepatico;

- Avaliar o efeito do consumo de farinha de sorgo extrusado em ratos obesos
alimentados com dieta hiperlipidica sobre a composi¢do da microbiota intestinal e a
producdo de acidos graxos de cadeia curta, sobre os marcadores do processo

inflamatorio, o dano oxidativo e sobre as defesas antioxidantes;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Obesidade e suas complicacdes metabdlicas

Considerada como um dos principais problemas de satide ptblica no mundo,
a obesidade afeta ndo apenas nacdes industrializadas, mas também paises em
desenvolvimento, constituindo-se um fator de risco para outras doengas metabolicas,
tais como o diabetes melito e as doencas cardiovasculares. Segundo a OMS, a
prevaléncia da obesidade duplicou desde 1980 e em 2014, aproximadamente, 1,9
bilhdes de pessoas adultas estavam com sobrepeso e¢ 600 milhdes de individuos
apresentavam obesidade em todo o mundo.

A obesidade ¢ resultado de interacdes complexas entre fatores genéticos,
ambientais e comportamentais, que caracteriza-se pelo acimulo de gordura corporal
em consequéncia de desequilibrios no metabolismo energético. O aumento na
ingestdo de energia proveniente de dietas hipercaldricas somado a redugdo no gasto
energético por inatividade fisica, leva ao acimulo de gordura inicialmente no tecido
adiposo (KOPELMAN, 2000). No entanto, o deposito de gordura pode ocorrer em
tecidos como do figado, pancreas, musculo esquelético e coracdo, o que caracteriza a
lipotoxicidade, e prejudica o funcionamento normal desses 0rgaos. A lipotoxicidade
ativa vias inflamatorias que prejudicam a sinalizagdo celular normal em células
imunitarias, tecido adiposo, figado e miusculo causando disfuncdo celular,
consequentemente desordens metabolicas como a resisténcia a insulina e diabetes
melito (LYONS; KENNEDY; ROCHE, 2016).

O tecido adiposo além de ser o principal 6rgdo de armazenamento de gordura
(na forma de TAG), também funciona como um 6rgdo enddcrino, pois produz uma
série de substancias conhecidas como adipocinas, as quais destacam-se a leptina,
adiponectina e resistina. Também sdo secretadas pelas células adiposas o Fator de
Necrose tumoral a (TNF-a), o Inibidor de ativagdo do plasminogénio 1 (PAI-1), a
Interleucina -6 (IL-6), a interleucina- 1B (IL-1p), a interleucina- 8 (IL-8), a proteina
quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), entre outras. A producdo e a excre¢do desses
fatores, com excecdo da adiponectina, se intensificam com a obesidade, sendo muitos
deles, como resistina, TNF-a, PAI-1, IL-6 ¢ MCP-1 diretamente associados a
inducdo de resisténcia a insulina e intensificacdo de estados pro-inflamatorios

(ALEMANY, 2013).
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Apesar de ser predominante no tecido adiposo, a expressdo dessas citocinas
também ocorrem em outros tecidos, como figado, pancreas e cérebro, aumentando,
portanto, a inflamacdo na obesidade. Alguns estudos que avaliaram as fases iniciais
de expressdo das citocinas inflamatorias identificaram que as c-jun N-terminal
cinases (JNKs) e a cinase do inibidor de fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (NF-
«kB) (IKK) sdo os principais contribuintes intracelulares na indu¢do da inflamacao em
tecidos metabolicos (GREGOR et al., 2009; NAKAMURA et al., 2010). Os efeitos
bioldgicos provenientes da inflamagdo metabolica mediada por ativagdo do NF-kB
sdo deletérios em niveis celular e tecidual e contribui para o desenvolvimento da
sindrome metabolica, diabetes melito tipo 2 (DMT2) e hipertensdo arterial
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

A adiponectina, tanto em humanos quanto em roedores, possui a¢do anti-
inflamatoria e antiaterogénica e diminui @ medida que o tecido adiposo aumenta
(WEYER et al., 2001). Sua ac¢do anti-inflamatdria e antiaterogénica estd associada a
supressdo do NF-kB e de moléculas de adesdo vascular por inibir a fosforilagdo de
proteinas cinases I kappa B (IkB). Portanto, a redu¢do da concentragao plasmatica de
adiponectina em individuos obesos ¢ um fator de risco independente para o
desenvolvimento do DMT2 e complicagdes cardiovasculares (PISCHON et al.,
2004). Além disso, a adiponectina também estd associada a reducdo do acimulo de
TAG e o mecanismo pelo qual isso ocorre envolve a sensibilizacdo de seus
receptores hepdaticos (AdipoR1 e AdipoR2), os quais ativam a proteina cinase
dependente de AMP (AMPK) e o fator de transcri¢do nuclear do proliferador de
peroxissomas o (PPAR-a), importantes reguladores da oxidagdo de acidos graxos. O
PPAR-a ¢ membro da familia de receptores nucleares que regula o metabolismo de
nutrientes incluindo gliconeogénese ¢ metabolismo de aminoacidos, além de mediar
a captagdo, ativacao e oxidagdo de acidos graxos, por meio da transcri¢do e ativagdo
de genes alvos, dentre eles a carnitina palmitoil transferase 1-o (CPT-1a)) (AHIMA;
LAZAR, 2008).

Em individuos eutréficos, tanto a adiponectina quanto a leptina sdo propostas
por atuar indiretamente no musculo e no figado estimulando a fosforilacdo e ativacdo
de AMPK. No figado, a ativacdo de AMPK reduz a expressao de enzimas envolvidas
na gliconeogénese como glicose-6-fosfatase e fosfoenolpiruvato carboxicinase 1 e
também de genes relacionados a lipogénese, como a proteina de ligagdo ao elemento

regulador de esterol 1c (SREBP-1c), fator transcricional que regula a homeostase
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lipidica por controlar a expressdo de uma gama de enzimas necessarias para a sintese
de TAG (AHIMA; LAZAR, 2008). Tem sido demonstrado que a menor sensibilidade
a leptina no cérebro esta relacionada a maior acimulo de TAG no tecido adiposo e
em outros tecidos, como o figado; e as deficiéncias dos receptores AdipoR1 e
AdipoR2 induzem um quadro de esteatose hepatica, inflamacdo, resisténcia a
insulina e estresse oxidativo (UNGER, 2002; YAMAUCHI et al., 2007).

As dietas hipercaldricas, ricas em gorduras saturadas e colesterol, constitui-se
como um dos fatores responsaveis por modular as vias de sinalizagdo celular e desta
forma alterar o metabolismo de lipidios promovendo o aumento no estoque de TAG
em células ndo adiposas. Além disso, o excesso de lipidios provenientes da dieta
pode promover alteracdo na composi¢ao da membrana celular de adipécitos, modular
a transcri¢do de diferentes genes envolvidos na lipogénese e lipdlise e alterar o
padrdo de produgao e secre¢cdo das adipocinas (BROWNING; HORTON, 2004).

Excesso de TAG em tecidos como o figado (esteatose) estdo associados ao
desenvolvimento da DHGNA, a qual ¢ considerada uma das principais alteracdes
metabolicas relacionadas a obesidade. As multiplas vias metabolicas que estdo
envolvidas com o desenvolvimento da esteatose hepdtica incluem o aumento da
liberagdo de acidos graxos ndo esterificados do tecido adiposo, aumento na sintese de
novo de acidos graxos e reducdo na [-oxidacdo. Estes eventos aumentam a
vulnerabilidade do figado ao estresse oxidativo que contribui para a progressdo da
doenga a estadgios mais avangados como esteato-hepatite, fibrose e cirrose (POSTIC;

GIRARD, 2008; DOWMAN et al., 2010).

3.2. Microbiota intestinal: aspectos gerais

O trato gastrointestinal, tanto de humanos quanto de animais, ¢ composto por
trilhdes de células bacterianas, coletivamente referidas de microbiota intestinal. E um
ecossistema de alta complexidade e compreende em cerca de 90% os filos Firmicutes
e Bacteriodetes, sendo o restante composto por Actinobacterias e Proteobacterias.
Também constituem, em menor propor¢do, os filos Synergistetes, Verrucomicrobia,
Fusobacteria e Archea. As classes de bactérias mais abundantes do filo Firmicutes
incluem Bacilli, Clostridia e Molicutes ¢ dos Bacteroidetes sdo as Bacteroides,
Flavobacteria e Esfingobacterias (QIN et al., 2010).

O maior nimero de células bacterianas encontra-se no trato gastrointestinal

cavidade oral, estbmago e intestino), principalmente, no intestino grosso or
dad 1, estdmag test p palment testino g 10" p
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grama de conteudo intestinal). A concentracdo especifica e os tipos de bactérias sdo
influenciados pelas variagdes micro habitacionais ao longo do intestino, tais como
pH, oxigénio e disponibilidade de nutrientes (DIBAISE et al., 2008). As diversas
interagdes entre microrganismo-hospedeiro modulam a composi¢cdo da microbiota,
tornando-a Uinica para cada individuo (BRANDT; SAMPAIO; MIUKI, 2006).

A microbiota intestinal desempenha um papel importante na satde do
hospedeiro. Estudos utilizando ratos germ-free tém mostrado que a microbiota
intestinal € critica para a manuten¢do gastrointestinal, digestdo de nutrientes e fungdo
imunoldgica. A microbiota intestinal autoctone ajuda a prevenir a colonizagdo do
limen por bactérias patogénicas, como algumas espécies de Escherichia,
Clostridium, Salmonella e Shigella (GORBACH, 2000; DIBAISE et al., 2008).
Embora ndo entendida completamente, esse ecossistema também esta envolvido em
fungdes importantes para o hospedeiro relacionadas ao desenvolvimento e fungdo
intestinal, turnover epitelial, imunomodulagdo, motilidade gastrointestinal e
metabolismo de farmacos.

A microbiota também possui fungdes metabdlicas importantes como a
metabolizacdo de toxinas alimentares e substincias cancerigenas, sintese de
micronutrientes (vitamina K e do complexo B), auxilio na absor¢do de certos
eletrélitos e minerais, fermentagdo de substancias alimentares ndo digeriveis (amido
resistente, fibra alimentar e outros polissacarideos de baixa digestdo) e afeta o
crescimento e diferenciacdo de enterdcitos e colonocitos por meio da produgdo de
AGCC como, butirico, acético e propionico (DIBAISE et al., 2008). Os AGCC sdo a
fonte de energia predominante das células intestinais e, auxiliam na reorganizacao do
epitélio intestinal e suas jungdes mantendo a homeostase (WONG et al., 2006). Além
disso, a maior producdo de acetato e propionato ajuda a prevenir a colonizagdo de
espécies de bactérias patogénicas, como Escherichia coli e Clostridium perfringens
(SAAD; SANTOS; PRADA, 2016).

Uma vez que a homeostase da microbiota intestinal ¢ interrompida, ocorre a
disbiose. Frequentemente, a disbiose favorece a colonizagdo de bactérias
patogénicas, além de inducdo da atividade virulenta de patobiontes condicionais
nativos, que podem causar diretamente a doenga inflamatoria intestinal e a colite
infecciosa. Além disso, também tem sido apontada como um dos mais importantes
fatores no desenvolvimento de outras doencas, incluindo a enterocolite necrozante,

cancer de colon, sindrome do intestino irritavel, diabetes tipo I e II e a obesidade
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(MORGUN et al., 2015). Apesar do crescente interesse em estudar a microbiota
intestinal, hd importantes lacunas no conhecimento sobre como esse ecossistema

pode afetar a satide, em particular, no que se refere a obesidade.

3. 3. Microbiota intestinal e obesidade

Muitos sdo os estudos que demonstram a relagdo causal entre a microbiota
intestinal e a obesidade. No entanto, ¢ importante enfatizar que a obesidade induzida
pela dieta apresenta alteragdes metabdlicas por mecanismos que podem ser
independentes ou dependentes da microbiota intestinal.

Apesar dessa relacdo complexa, vem crescendo o nimero de evidéncias que
demonstram as diferencas na composi¢do da microbiota intestinal de individuos
obesos em rela¢do a microbiota de individuos magros. O papel da alimentacdo nessa
relacdo vem sendo amplamente estudado e foi demonstrada sua interferéncia de
maneira significativa na composi¢ao do ecossistema intestinal e no desenvolvimento
de desordens metabolicas relacionadas (LAM et al., 2015; ZHOU et al., 2017).

Embora n3o haja consenso na literatura acerca dos grupos taxondmicos de
microorganismos que caracterizam a microbiota de individuos obesos e eutroficos, a
disbiose intestinal na obesidade tem sido amplamente correlacionada com o aumento
do filo Firmicutes em razao de Bacteroidetes (ISMAIL et al., 2011; TURNBAUGH
et al., 2009). Ley e colaboradores (2006) encontraram reducdo nos niveis de
Bacteriodetes ¢ um aumento proporcional de Firmicutes em animais obesos
comparados ao seu grupo controle, e quando perderam peso, a proporcdo de
Firmicutes caiu equiparando-se a microbiota de seus controles eutr6ficos. Em estudo
com humanos obesos, Woting e colaboradores (2014) também observaram elevadas
quantidades de Erysipelotrichi, uma classe de bactérias pertencentes ao filo
Firmicutes, bem como elevadas quantidades de Clostridium ramosum nas fezes
desses individuos, sendo essa ultima associada a sintomas de sindrome metabdlica.
No entanto, Duncan et al. (2008) ndo observaram diferengcas na propor¢do de
Firmicutes e Bacteriodetes nas fezes de individuos eutroficos e obesos, assim como
Schwiertz et al., 2010 ndo encontraram mudancas na razdo de
Firmicutes/Bacteriodetes em individuos com sobrepeso ou obesos.

Para essas diferengas observadas, ¢ possivel que as interacdes entre os fatores
genéticos e fatores ambientais possam exercer grande influéncia na composi¢do da

microbiota intestinal (SAAD; SANTOS; PRADA et al., 2016). Segundo Backhed et
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al. (2004), mudancas na ecologia microbiana induzidas por dietas ocidentais e, ou
diferengas na ecologia microbiana entre os individuos que vivem nessas sociedades
podem funcionar como um fator "ambiental" que afeta a predisposi¢do para o
armazenamento de energia e, portanto, a obesidade.

As bactérias pertencentes ao filo Firmicutes correspondem as bactérias Gram
positivas, enquanto o filo Bacteroidetes ¢é representado por bactérias Gram negativas.
Diante disso, parece haver um paradoxo ainda nao esclarecido na literatura, visto que
bactérias Gram negativas contém lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa, e
esses, sao um potente ativador do receptor tipo Toll 4 (TLR4), expresso na maioria
das células e macrofagos, que reconhece a presenca de Padrao Molecular Associado
a Patogenos (PAMP). A ligacdo de LPS aos receptores TLR4 est4d associado a um
aumento de inflamagdo por ativagdo da via de sinalizacdo NF-kB e producdo de
citocinas inflamatorias (MEDZHITOV; HORNG, 2009)

O maior influxo de LPS estd relacionada a aumento da permeabilidade
intestinal, que ocorre devido a reducdo da expressdo de proteinas de ligacdo do
intestino, tais como a zonula occludens-1 (ZO-1), claudina e ocludina, responsaveis
por criar uma barreira epitelial intestinal que impede que a populagdo bacteriana e
que, os produtos do limen intestinal atinjam a circulacdo (SAAD; SANTOS;
PRADA et al., 2016). Portanto, a desagregacdo dessas proteinas promove a
translocacdo de LPS para a circulacio desencadeando inflamagdo, resisténcia a
insulina e também acumulo de gordura (PRADA et al., 2005). Além disso, o
aumento de LPS circulante, ao desencadear a via de sinaliza¢do por TLR4, leva a
uma expressdo aumentada de 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS), e esse por sua
vez, esta associado a indug@o do estresse do reticulo endoplasmatico por induzir S-

nitrosagdo / S-nitrosilacdo a partir do 6xido nitrico (STAMLER et al., 1997) (Figura
1).
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Figura 1. Interacdo entre dieta hiperlipidica, microbiota intestinal e hospedeiro na
promogao de desordens metabolicas.

Os AGCC, produzidos pela fermentacdo microbiana de polissacarideos, sao
importantes para manter a integridade da barreira do epitélio intestinal, e impedir a
translocagdo de LPS, desde que o butirato, um dos principais AGCC produzidos
pelos microrganismos do intestino, estimula a produ¢do de muco e a expressao das
proteinas de ligacdo do intestino, como ZO-1 e ocludina. Os AGCC também
apresentam efeitos anti-inflamatorios, em parte, por inibir a ativagdo de NF-kB nas
células imunitarias do hospedeiro por se ligar aos receptores 43 e 41 acoplados a
proteina G (GPR43 e GPR41), sendo que GPR43, parece ter um papel essencial na
modulagdo de processos inflamatorios associados ao TNF-a (SAAD; SANTOS;
PRADA et al., 2016).

A ligagdo de AGCC as GPR43 e GPR41 também proporcionam regulagdo do
metabolismo de energia, visto que esses receptores sdo expressos nas células do

epitélio intestinal, nas células L enteroenddcrinas, as quais secretam hormonios
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reguladores da saciedade, como o peptideo-tirosina-tirosina (PYY) e peptideo
semelhante a glucagon -1 (GLP-1) (TREMAROLI; BACKHED, 2012). Outro
mecanismo pelo qual os AGCC regulam o metabolismo de energia, ocorre pela
ativagdo de AMPK, promovendo assim a maior oxida¢do de 4cidos graxos, melhora
na resisténcia a insulina e tolerancia a glicose em ratos alimentados com dieta rica
em gordura (BACKHED et al., 2007).

O perfil de AGCC colonico depende da natureza da microbiota residente no
colon e seus efeitos na regulacdo do apetite parecem ser influenciados também pelo
tempo de transito intestinal. Animais obesos, quando comparados com animais
magros, apresentam uma microbiota colonica que ¢ mais eficiente na fermentagao de
AGCC de uma dada dieta, e portanto, mais eficientes em extrair energia proveniente
dos AGCC. Associado a isso, ocorre maior expressdo do transportador de glicose 1
(GLUT-1) nas células intestinais, que facilita maior absor¢do de monossacarideos e a
transferéncia desses para a circulagdo portal. Maior fluxo de monossacarideos
favorece a lipogénese de novo no figado e no tecido adiposo devido a maior
expressdo génica de acetil coenzima-A carboxilase (ACC) e 4acido graxo sintase
(FAS), enzimas lipogénicas mediadas pelas proteinas SREBP-1 e ChREBP (proteina
de ligacdo ao elemento regulador de carboidratos) que promovem o acimulo de TAG
no tecido hepatico e no tecido adiposo (MACHADO et al., 2015).

Outro mecanismo da microbiota intestinal associado ao metabolismo de
energia do hospedeiro, foi demonstrado em estudo realizado por Backhed et al.
(2004). Os autores desse estudo observaram que a colonizagdo de ratos germ free
com a microbiota proveniente de animais convencionais demonstrou suprimir o Fator
de Adiposidade Induzido pelo Jejum (Fasting Induced Adipose Factor- FIAF). A
supressao do FIAF aumenta a atividade da lipoproteina lipase (LPL), promovendo a
uma maior absorcao celular de 4cidos graxos e o acimulo de TAG nos adipdcitos.

A dieta ocidental caracterizada pelo alto contetido de gordura e agucares,
associado ao baixo contetido de fibras alimentares ¢ considerada um dos principais
fatores que contribuem para a disbiose intestinal, afetando as proporc¢des e os tipos
de metabolitos produzidos. Diante da grande interferéncia no metabolismo do
hospedeiro, estratégias para restaurar a microbiota intestinal, bem como os sintomas
associados as desordens do metabolismo, incluem uma dieta rica em fibras e
compostos bioativos devido a sua capacidade antimicrobiana e antioxidante. Desse

modo, fontes alimentares desses componentes tém sido investigadas, incluindo o
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sorgo (Sorghum bicolor L.).

3. 4. Sorgo: aspectos gerais

O sorgo (Sorghum bicolor L.) ¢ um cereal da familia Poaceae, nativo da
Africa, sendo o quinto cereal mais produzido no mundo, superado apenas por trigo
(Triticuma estivum L.), milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.) e cevada (Secale
cereale L.). Seu cultivo ¢ mais econdmico quando comparado a outros cereais, visto
que pode ser produzido em areas e situagdes ambientais adversas, tais como areas
muito secas e, ou muito quentes (AWIKA; ROONEY, 2004).

O consumo do sorgo esta em expansdo em todo o mundo. Segundo dados do
levantamento sistematico de producao agricola do IBGE (2016), a produgdo de sorgo
no Brasil, em 2016, foi de 1.168.904 toneladas de graos, no entanto, esse cultivo
visa, principalmente, abastecer a demanda das industrias de racdo animal e como
forragem, para alimentagdo de ruminantes (DYKES; ROONEY, 2006; QUEIROZ et
al., 2014). Por outro lado, em paises da Africa e Asia, o sorgo é muito utilizado como
o alimento basico, fornecendo cerca de 70% da ingestdo caldrica diaria para essas
populagdes. Além disso, esses paises sdo responsaveis por mais de 95% do total do
sorgo utilizado como alimento humano no mundo (DICKO et al., 2006).

O grao de sorgo ¢ formado por diferentes estruturas anatomicas, entre elas: o
pericarpo, que corresponde a camada exterior, testa, uma camada entre o pericarpo e
o endosperma; o endosperma e o germe. Em geral, os polissacarideos ndo amilaceos,
compostos fenolicos (por ex. 3-DXAs, taninos e acidos fenolicos) e carotendides
encontram-se no pericarpo e testa do grdo, enquanto o endosperma corresponde o
tecido de armazenamento de amido, proteinas e vitaminas do complexo B; no germe
estdo os lipidios e algumas vitaminas lipossoliiveis (CARDOSO et al., 2015b). Essa
distingdo anatdmica da estrutura dos graos de sorgo se torna relevante, a medida que
essas sao responsaveis pela qualidade tecnoldgica, nutricional e funcional do grao.

Quanto a diversidade na concentragdo e composi¢do de compostos fendlicos
no sorgo, esses variam amplamente em funcdo de fatores ambientais e genéticos. A
classificagdo que explica os niveis varidveis dos constituintes fendlicos principais
(antocianinas e taninos) ¢ baseada na coloracdo. Segundo essa classificagdo, tem-se o
sorgo branco, que ndo possui taninos ou antocianinas detectdveis e apresenta niveis
muito baixos de fenol extraivel total; o sorgo vermelho também ndo possui taninos

mas tem um pericarpo vermelho com niveis significativos de fendis extraiveis; os
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sorgos preto apresentam o pericarpo de coloragdo preta e possuem niveis muito
elevados de antocianinas, assim como 0s SOrgos marrom que possuem testa
pigmentada, com diferentes graus de pigmentacdo do pericarpo e contém niveis
significativos de taninos (AWIKA; ROONEY, 2004).

Devido a facilidade e versatilidade na produg¢do do sorgo, além da sua
composi¢do nutricional que compreende uma diversidade de compostos bioativos,
vem crescendo o interesse por esse grao como alternativa para alimentacdo humana,
e portanto, vem sendo empregado no preparo de diversos produtos alimenticios,
incluindo a produgdo de produtos prontos para consumo. Na Africa e na Asia é
utilizado para o preparo de alimentos como bouillie, t6, injera, nasha e ogi
(mingaus), na forma de pao fermentado, como o kisra (tradicional do Sudao),
cervejas (dolo, tchapallo, pito, burukutu), tortilhas, dentre outros (ACHI, 2005;
DICKO et al., 2006; ABDELGHAFOR et al., 2011). No Japao e Estados Unidos, a
farinha de sorgo branco também vem sendo muito utilizada no desenvolvimento de
produtos extrusados como snacks, cereais matinais e biscoitos em substitui¢do a
farinha de trigo (ROONEY, 2001; DLAMINI et al., 2007).

A elaboragdo de produtos extrusados a base de sorgo ¢ uma opg¢ao
extremamente viavel para o incentivo da utilizacdo do sorgo na alimentagdo humana.
No entanto, alguns estudos demonstram que esse processamento pode alterar o perfil
e o conteudo de compostos fenolicos, visto que, ¢ um procedimento que utiliza
combinag¢do de calor, umidade e trabalho mecanico, que modifica as matérias-
primas, proporcionando novos formatos e estruturas com diferentes caracteristicas
funcionais e nutricionais (DLAMINI et al., 2007; CARDOSO et al., 2015a; ALAM
et al., 2016).

Cardoso et al. (2015a) ao comparar os efeitos do processamento por calor
seco em forno convencional e o cozimento por extrusdo de alguns cultivares de sorgo
(marrom, vermelho e amarelo) demonstraram que, em geral, o efeito do cozimento
por extrusdo foi mais prejudicial ao conteudo de 3-DXAs, proantocianidinas
(taninos), flavonas e flavanonas, porém sem prejudicar a capacidade antioxidante dos
cereais. A maior capacidade antioxidante foi associada a maior retencdo de
mondmeros e dimeros de proantocianidinas apds a extrusdo, compensando a redugdo
dos outros fenolicos, em especial na variedade de cor marrom (genétipo SC 319). E
esperado que essa reducdo no grau de polimerizagdo das proantocianidinas, aumente

a sua biodisponibilidade e portanto, seu papel antioxidante.
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Em acordo com esses resultados, estudo recente realizado por Lopez et al.
(2016) demonstrou que o farelo de sorgo apresentou maior quantidade de acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico e acido sindpico apds o processo de
extrusdo e portanto, maior capacidade antioxidante. Os autores sugerem que elevadas
temperaturas utilizadas para a extrusdo sdo suficientes para quebrar a ligagdo quimica
de lignina e 4cido ferulico que poderia fragmentar a estrutura de arabinoxilanos e

consequentemente aumentar a liberacao de acidos fenolicos.

3.4.1. Composi¢cao quimica e propriedades funcionais do sorgo

Os polissacarideos constituem o0s principais componentes do sorgo,
correspondendo a 75% do cereal e, o amido, ¢ o carboidrato mais abundante (32,1 e
72,5 g/100 g). Entre os polissacarideos nao-amilaceos do sorgo encontram-se as
fibras insoluveis (75,0 — 90,0%) ¢ fibras solaveis (10,0 — 25,0%). Quanto ao
conteudo de proteinas do sorgo, esse varia de 7 a 15 g/100g e correspondem,
principalmente, as prolaminas (79% das proteinas totais), sendo as kafirinas as
principais prolaminas do sorgo. O contetdo e o perfil de aminoacidos desse grao
podem variar largamente, em fun¢do da caracteristica genética e do local de plantio
(QUEIROZ et al., 2011; CARDOSO et al., 2015b).

O sorgo apresenta um contetdo reduzido de lipidios (1,24 a 3,07 g/100 g),
porém, predominam os &cidos graxos insaturados (83 — 88%), destacando-se o &cido
graxo linoléico (45,6 — 51,1%), oleico (32,2 — 42,0%), palmitico (12,4 — 16,0%) e
linolénico (1,4 — 2,8%). Também, pode ser considerado uma boa fonte de vitaminas
lipossoliveis e do complexo B como, tiamina, riboflavina e piridoxina, além de
minerais (fosforo, potassio e zinco) que variam de acordo com a area de plantio.
Quanto a biodisponibilidade dos minerais do sorgo, estudos ainda precisam ser
realizados, porém, sabe-se que a disponibilidade de zinco varia entre 9,7% e 17,1% e
a disponibilidade de ferro, entre 6,6% a 15,7% (MARTINO et al., 2012; CARDOSO
etal., 2015b).

Quanto a composi¢cdo de compostos fenolicos, o sorgo possui acidos
fenolicos, taninos, antocianinas e fitatos, além de fibra alimentar, que contribuem
para a elevada capacidade antioxidante desse cereal, podendo, portanto, serem tteis
para reduzir o risco de doengas crdnicas, incluindo a obesidade. As duas grandes
categorias de compostos fenolicos presentes no sorgo sdo de acidos fenolicos e

flavandides. Os acidos fenolicos sdo derivados de acidos hidroxibenzoico ou
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hidroxicinamico, os quais derivam de acido benzoico e sdo, predominantemente,
encontrados em plantas auxiliando no combate a pragas e fitopatogenos (AWIKA;
ROONEY, 2004; DYKES; ROONEY, 2006). A composicao de acidos fenolicos no
sorgo varia de 135,5 a 479,40 ng/g e correspondem, principalmente, aos acidos
protocatecuico e felirico. No sorgo, assim como em outros cereais, os acidos
fendlicos estdo ligados a cadeias de arabinoxilanos e lignina, portanto ndo sdo
digeridos por enzimas digestivas, mas sdao importantes para a fermentagdo
microbiana (CARDOSO et al., 2015b).

No grupo dos flavandides, considerados como principais compostos
fenolicos, pertencem as antocianinas. No sorgo, sdo denominadas de 3-DXAS,
devido a auséncia de uma molécula de oxigénio na posicdo C-3 de sua estrutura
quimica, o que possibilita uma maior estabilidade a pH elevado, tornando-as,
portanto, mais vantajosas comercialmente em comparagdo com as encontradas em
frutas e vegetais (AWIKA; ROONEY, 2004). As principais 3-DXAs encontradas no
sorgo estdo na forma ndo-metoxilada (luteolinidinas e apigenidinas). No entanto,
também sdo encontrados, em pequenas quantidades, os derivados metoxilados que
sdo S-metoxiapigenidina, 7-metoxiapigeninidina, 5,7-dimetoxiapigeninidina, 7-
metoxiluteolinidina e 5,7-dimetoxiluteolinidina. O conteudo de 3-DXAS no sorgo
correlaciona-se com sua cor e atividade antioxidante, sendo que os gendtipos com
pericarpo e testa de coloragdo preta tem 3 a 4 vezes mais 3-DXAs (5,4 — 6,1 mg/g)
do que os genoétipos vermelho e marrom (1,6 — 2,8 mg/g) (AWIKA; ROONEY,
2004; CARDOSO et al., 2015Db).

Em relag@o ao seu potencial funcional, estudos demonstram que, além do seu
papel antioxidante, as antocianinas também exercem importantes efeitos anti-
inflamatorios. Em estudo de Bralley et al. (2008), o consumo de genotipos de sorgo
rico em antocianinas e outros polifendis promoveu inibi¢do da enzima hialuronidase,
cuja atividade aumenta em condi¢des de inflamacdo. Ja foi demonstrado que muitos
dos mediadores relacionados com a ativagdo da via de sinalizagdo do NF-«B
encontram-se em menores concentragdes no plasma de adultos saudaveis apods
suplementagdo com antocianinas, quando comparados com grupos controles. As
antocianinas podem atuar, em parte, inibindo a fosforilacio do IkBa, e
consequentemente a ativagdo de NF-«kB e portanto, reduzir a expressdo de

mediadores chave do processo inflamatério, tais como a IL-6, IL-8 MCP-1,
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ciclooxigenase-2 (COX-2), entre outros (RAHMAN et al., 2006; KARLSEN et al.,
2007; DOMITROVIC, 2011).

Os flavondides, também incluem taninos, que juntamente com as antocianinas
sdo considerados os mais importantes constituintes isolados do sorgo até o0 momento.
Os taninos encontrados nesse cereal sdo do tipo condensado, conhecidos como
proantocianidinas e possuem alta massa molecular (DYKES; ROONEY, 2006). A
concentra¢do de taninos das cultivares de sorgo, apresentam ampla variedade devido
suas caracteristicas genéticas. Os gen6tipos de sorgo que possuem graos com a testa
pigmentada apresentam maiores conteidos de taninos, bem como maiores
concentragdes de fendlicos totais e, consequentemente, maior atividade antioxidante
(DLAMINI et al., 2007; CARDOSO et al., 2015b).

Os taninos condensados presentes no sorgo podem auxiliar na redu¢do do
indice glicémico, pois interagem fortemente com a amilose e a-amilase propiciando
a formagdo de amido resistente. Também se ligam a moléculas protéicas e quelam
minerais, que dificultam a ag¢do de enzimas digestivas, € consequentemente
diminuem a taxa de digestdo de proteinas, reduzindo o valor calorico e nutricional
dos alimentos, o que pode ser benéfico para o controle da obesidade e do DMT2 em
humanos (DYKES; ROONEY, 2006; QUEIROZ et al., 2011).

Estudo de Park e colaboradores (2012) demonstrou que a administragdo de
0,5% e 1% de extrato de sorgo rico em taninos em uma dieta hiperlipidica para ratos,
aumentou a expressao de PPAR- vy, assim como os niveis de adiponectina, e esses por
sua vez foram responsaveis pela reducdo dos niveis de colesterol total, da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), TAG, glicose, niveis séricos de insulina e
também de citocinas inflamatorias, como o TNF-a.

Burdette et al. (2010), também demonstraram que o extrato de sorgo rico em
taninos e outros fitoquimicos melhorou a inflamagdo, por reduzir a formagao de
edema em ratos por meio da regulacdo negativa da expressao da COX-2, resultando
em menor permeabilidade vascular e edema com infiltracdo de neutréfilos. O mesmo
foi observado por Shim e colaboradores (2013) ap6s a administragdo de um gendtipo
de sorgo (sorgo gelatinoso dourado) rico em fotoquimicos e antioxidantes na redugdo
de mediadores inflamatérios como 6xido nitrico sintase indutivel e COX-2 em um

estudo in vivo.
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3.4.2. Potencial do sorgo na modulac¢io do estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem por defini¢do o desequilibrio entre o sistema
oxidativo e os mecanismo antioxidantes, ou seja, entre a produgdo e eliminacio de
radicais livres. Os oxidantes podem ser agrupados em espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) e espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) e ambos podem ser produzidos
naturalmente pelo metabolismo celular, possuindo um papel importante no processo
de sinalizagdo da célula, especialmente no sistema imunoldgico. No entanto, em
excesso, esses radicais livres tornam-se lesivos promovendo a oxidagdo de
biomoléculas com a consequente perda de funcdo biologica (BECKMAN; AMES,
1998) e portanto, a cronicidade de espécies reativas em excesso esta associada ao
desenvolvimento de DCNT, como por exemplo, a obesidade, o diabetes, o cancer e
outras.

Para a eliminacdo de radicais livres e a propagacdo dos danos por eles
causados, o organismo utiliza dois sistemas de defesa, o antioxidante endogeno e o
antioxidante exogeno. Os sistemas endogenos de defesa constituem as enzimas
antioxidantes, e essas sdo classificadas como sistema de defesa primario,
correspondendo o principal mecanismo de defesa antioxidante intracelular que
compete com a producdo de radicais livres e favorecem a recuperagdo e
reconstituicdo de estruturas bioldgicas lesadas. Sdo caracterizados principalmente
pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase e glutationa s-transferase (GST). Em reagdes enzimaticas, a SOD
converte anions superdxido em peroxido de hidrogénio (H,O,) e estes podem ser
rapidamente degradados por catalase, GPx e GST a H,O (BONNEFOY; DRAI,
KOSTKA, 2002).

Em conjunto com as enzimas antioxidantes, citadas acima, hd um
mecanismo de defesa secunddrio que auxilia na atenuagdo de processos oxidativos e
¢ representado pelas proteinas de estresse (heat shock proteins — HSP). As HSP sdo
sintetizadas em situagdes de estresse por indugdo de fatores fisioldgicos (divisdo
celular, fatores de crescimento, diferenciagdo celular, desenvolvimento do tecido e
estimulagdo hormonal), fatores ambientais (metais pesados, inibidores metabolicos,
etanol, antibidticos) e fatores patoldgicos (infecgdes virais, bactérias e parasitais,
febre, inflamagdo, isquemia e radiacdo), em todos os seres vivos. As HSP’s

funcionam como chaperonas celulares e atuam no reparo ou degradacdo de proteinas
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que, por algum motivo, estejam prejudicadas. Dentre as HSP’s, as mais estudadas
sd0 as quatro isoformas da familia HSP 70: Hsp 72 e 73; Grp (Glucose regulated
proteins) 75 e 78, sendo a HSP 72 a unica isoforma expressa exclusivamente por
inducdo do estresse enquanto as demais, também podem ser expressas
constitutivamente (KIANG; TSOKOS, 1998).

O sistema de defesa antioxidante ndo-enzimdtico (exogeno) inclui,
especialmente, os compostos antioxidantes de origem alimentar, entre os quais se
destacam: vitaminas, minerais € compostos fenolicos. O acido ascérbico (vitamina
(), o a-tocoferol e o B-caroteno, precursores das vitaminas E e A, respectivamente,
além de carotendides como o licopeno, luteina e zeaxantina (sem atividade pro-
vitamina A), sdo compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes. Entre os
minerais destacam-se o zinco, o cobre, o selénio e o maganés, que além de sua
atividade direta como antioxidantes, também funcionam como co-fatores da
atividade de enzimas do sistema de defesa enddgeno (VALKO et al., 2006). A SOD,
por exemplo, pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, onde ¢
dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocondria, necessita do
manganés como co-fator (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas formas:
dependente e independente de selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na
mitocondria (BARBOSA et al., 2010).

Os compostos quimicos provenientes de varias espécies de plantas também
ttm sido amplamente reportadas por seus diferentes efeitos medicinais
cientificamente comprovados, incluindo seu potencial efeito antioxidante. Os
compostos fenolicos ajudam a manter a integridade da parede celular e 0 DNA por
reduzir e neutralizar ERO’s, como hidroxila (OH-), superdxido (0-), éxido nitrico
(NO), peroxil (RO*) e peroxil lipidico (LOO-) (WINTOLA; AFOLAYAN, 2015).
Sugere-se que os compostos fenodlicos apresentam esse efeito antioxidante devido a
sua capacidade de modular a expressdo de enzimas de fase II, principalmente
NADH:quinona oxiredutase (NQO). A enzima NQO converte continuamente
espécies eletrofilicas altamente reativas em metabolitos ndo tdxicos e excretaveis
(YANG; BROWNING; AWIKA, 2009; CARDOSO et al., 2015b).

As antocianinas, compostos fendlicos da classe dos flavandides, além de
possuir atividade direta de eliminagdo de radicais livres por meio da sua capacidade
de doagao de hidrogénio, também podem atuar indiretamente na melhora das defesas

antioxidantes endogenas por restaurar ou aumentar as atividades de enzimas
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antioxidantes (SOD e GPx, por exemplo) (TOUFEKTSIAN; LORGERIL; NAGY,
2008) como também, atuar diretamente sobre os genes de codificacdo para essas
enzimas (SHIH; YEH; YEN, 2005). Os acidos fenolicos e proantocianinas também
exibem alta atividade antioxidante in vivo e in vitro, que podem contribuir para o
tratamento de varias doencas como a inflamacao, o estresse oxidativo, a disfun¢do
hepatica, as infec¢cdes microbianas, o cancer e as doencas cardiovasculares
(KAMATH et al., 2004; FLOEGEL et al., 2010).

Nesse contexto, uma dieta rica em sorgo pode prevenir doencas as quais
estdo relacionadas com a producdo de radicais livres, em fun¢do da alta concentragdo
de polifendis, taninos, antocianinas e capacidade antioxidante desse cereal
(KAMATH et al., 2004; CARDOSO et al., 2015b). Os genotipos de sorgo com
pericarpo e testa pigmentada preto e marrom, em virtude da maior concentracdo de
polifenois, apresentam melhores efeitos na inducdo da atividade de NQO (YANG;
BROWNING; AWIKA, 2009). Os compostos bioativos do sorgo apresentam elevada
atividade antioxidante in vifro e podem contribuir significantemente com beneficios
a saude, quando associados ao consumo do grao integral (KAMATH et al., 2004).
Foi demonstrado uma correlacdo entre a atividade antioxidante de cultivares de sorgo
com a presen¢a de fenolicos totais e, também, de taninos, ou seja, cultivares que
possuiam taninos apresentaram maior atividade antioxidante (DLAMINI et al.,
2007). Esta atividade dos taninos deve-se a proximidade de muitos anéis aromaticos
e grupos hidroxilas que impedem que estes fendlicos atuem como pro-oxidantes
(AWIKA; ROONEY, 2004).

Os estudos in vivo que avaliaram os beneficios relacionados ao consumo de
alimentos com sorgo sobre o estresse oxidativo ainda sdo escassos, no entanto, um
estudo realizado em ratos Wistar demonstrou que uma dieta contendo farinha de
sorgo reduziu o estresse oxidativo e os marcadores de inflamacdo (MORAES et al,
2012). Em estudo realizado com humanos, Khan ¢ colaboradores (2015) observaram
aumento dos niveis de polifendis no plasma, capacidade antioxidante total, atividade
de enzima antioxidante enddgena (SOD) e reducdo dos niveis de proteinas
carboniladas em individuos que consumiram macarrdo contendo farinha de sorgo

vermelho quando comparados a um grupo controle.
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3.4.3. Potencial do sorgo na modula¢io da microbiota intestinal

Os compostos bioativos e seus beneficios funcionais estdo associados a sua
atuagdo direta por meio da absorc¢do (e de seus metabdlitos) e indireta mediada por
compostos ndo absorvidos que modificam a microbiota colonica e,
consequentemente, todo o metabolismo (SHARMA et al., 2007; FLOEGEL et al.,
2010; FREINAGEL, S.; JUSKIEWICZ, J., 2011). No entanto, os mecanismos pelos
quais, os compostos bioativos atuam para modificar a microbiota intestinal ainda ndo
foram elucidados (CARDOSO et al., 2015b).

Estudo in vitro e in vivo demonstram que os taninos e outros compostos
bioativos podem afetar a sobrevivéncia de grupos de bactérias que tipicamente
residem no trato gastrointestinal, promovendo o crescimento de bactérias benéficas a
saude do hospedeiro (tais como Bifidobacterium e Lactobacillus spp.), enquanto
elimina ou inibe o crescimento de bactérias patogénicas como Clostridium
perfringens e Clostridium difficile no intestino (SMITH; MACKIE, 2004; CUEVA et
al., 2012).

Smith e Mackie (2004) ao testaram o efeito de taninos condensados in vivo
relataram inibigdo de bactérias Gram-positivas pertencentes, por exemplo, ao filo
Firmicutes, enquanto outras bactérias entéricas tais como Bacteroides fragilis e
grupos Bacteroides — Prevotella - Porphyromonas aumentaram significantemente.

Até o momento, poucos estudos avaliaram a relagdo de nutrientes do sorgo
com alteragdes na composi¢do da microbiota intestinal (MARTINEZ et al., 2009;
TURNER et al., 2010; RITCHIE et al., 2015). Os efeitos do sorgo, incluindo
genoétipos ricos em taninos e 3-DXAs, na diversidade intestinal, ainda precisam ser
melhor explorados. Baseado nesta composi¢do, pode-se inferir que este cereal pode
representar uma potencial estratégia nutricional para restabelecer a homeostase
intestinal e metabolica de individuos obesos.

Turner et al. (2010), demontraram que gendtipos de sorgo preto e marrom na
forma de farelo contendo altas concentragdes de 3-DXA, de taninos condensados e,
ou uma combinag@o destes compostos aumentaram as concentragdes de AGCC fecal
e melhoraram a composi¢ao da microbiota intestinal, promovendo maior diversidade
e reducdo da disbiose causada por Firmicutes/Bacteroidetes. Em estudo com ratos

alimentados com farelo de sorgo rico em taninos também foram observadas maior
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proporcao de Bacteroides e Bacteriodales comparados aos animais que receberam
celulose (RITCHIE et al., 2015).

A fracdo de lipidios do sorgo também pode afetar a composicdo da
microbiota intestinal e portanto, ter efeitos no metabolismo do hospedeiro. Martinez
et al. (2009) demonstraram que a fragdo lipidica de extratos de sorgo na alimentagdo
de hamsters promoveu aumento nas concentragdes de Bifidobacteria spp. e redugdo
da familia Coriobacteriaceae. A propor¢do de Bifidobacteria spp. associou-se
positivamente com os niveis plasmaticos de colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade; HDL-c), enquanto Coriobacteriaceae apresentou associagao positiva com
ambos, colesterol total e nao HDL-c, sugerindo que esta familia pode ter um impacto

negativo sobre a homeostase do colesterol e no metaboliso de lipidios.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Apresentagio

O presente estudo foi desenvolvido como continuagdo de um projeto inicial
intitulado “Potencial do sorgo (Sorghum bicolor L.) na modulacdo do estresse
oxidativo, inflamac¢do e adiposidade em ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica”, que teve como objetivos avaliar o efeito da farinha de sorgo extrusado
na modulagdo dos marcadores biométricos e bioquimicos, sobre a concentragdo de
citocinas pro e anti-inflamatérias no plasma e a expressdo de genes envolvidos no
metabolismo de lipidios no tecido adiposo epididimal, bem como a histomorfometria

deste tecido.

4.2. Locais de execucao

As etapas deste estudo foram realizadas nos  seguintes
Laboratérios/Institui¢des: desenvolvimento e cultivo dos gendtipos de sorgo:
Embrapa Milho e Sorgo; processamento do sorgo: Laboratorio de Analise Sensorial e
Processamento de Novos Produtos (DNS/UFV) ¢ Laboratério de Cereais
(EMBRAPA Agroindustria de Alimentos); preparo das dietas testes e
desenvolvimento do ensaio bioldgico: Laboratorio de Nutricdo Experimental
(DNS/UFV); demais anélises: Laboratorio de Nutricdo Experimental (DNS/UFV);
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular de Agentes Infecciosos e
Parasitarios (DBB/UFV); Laboratorio de Microbiologia de Anaerdbios (DMB/UFV);
Laboratorio de Genética Molecular de Bactérias (BIOAGRO/UFV); Laboratorio de
Metabolismo e Fermentacdo (DBB/UFV); Laboratério de Biologia de Peixes
(DVT/UFV); Laboratorio de Sistematica Molecular de Vertebrados (DBA/UFV).

4.3. Matéria-prima:

O gendtipo de sorgo selecionado foi o SC 319, de pericarpo marrom, com
elevado contetido de fibra alimentar e compostos bioativos como, proantocianinas
(taninos) e 3- deoxiantocianinas (CARDOSO et al., 2015a). O genoétipo de sorgo SC
319 foi cultivado no campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo localizada em
Nova Porteirinha, MG, em uma latitude de 15°47'S, longitude 43°18'O e 516 m
acima do nivel do mar, em junho de 2011. Apos a colheita, os graos foram trilhados e

armazenados em camara fria (5 £ 2°C) na sede da Embrapa Milho e Sorgo (Sete
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Lagoas, MG). Posteriormente, os graos foram encaminhados para o Laboratorio de
Cereais (EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro, RJ) e submetidos a
extrusdo, segundo procedimento descrito por Vargas-Solorzano et al. (2014). Os
graos extrusados foram moidos em farinha e, em seguida, embalados em sacos de
polietileno e armazenados a - 20 + 1°C.

Os dados de composi¢do quimica da farinha de sorgo extrusado (FSE),
incluindo carboidratos, proteinas, lipidios, fibra alimentar e compostos bioativos,
foram determinados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (CARDOSO et al.,

2015) e esses dados foram utilizados para a elaboragdo das dietas experimentais.

4.4. Animais e dietas experimentais

Ratos machos Wistar (Rattus novergicus) adultos (60 dias de idade; n = 32),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV) foram
alocados em gaiolas individuais de ago inoxidavel e mantidos a uma temperatura
controlada de 22° C + 3° C, com ciclo claro-escuro de 12 horas e acesso a agua ad
libitum.

Inicialmente, os grupos de animais receberam as seguintes dietas: dieta
hiperlipidica (HFD) (n = 24) como controle obeso, baseada na composicdo da dieta
comercial D12079B (Research Diets®) para indug¢do da obesidade e dieta AIN-93M
(REEVES et al, 1993) (n = 8) como controle eutréfico, durante 49 dias,
correspondendo a fase I do estudo. Ao final desse periodo, foram realizadas as
medidas biométricas, testes de glicemia de jejum e triacilglicerdis para identificar a
incidéncia de riscos metabdlicos e verificar a indugdo da obesidade nos animais que
receberam HFD (dados ndo apresentados). Na fase II, confirmada a indugdo da
obesidade, os animais do grupo HFD foram redistribuidos em trés grupos segundo o
peso corpéreo (303,8 g + 1,4; n = 8/ grupo) e o grupo AIN-93M foi mantido. As
farinhas de graos de sorgo do genotipo SC 319 extrusados foram adicionadas as
dietas de dois desses grupos em quantidades suficientes para fornecer 50% (HFDS
50) e 100% (HFDS 100) da fibra alimentar recomendada (5g), que substituiu 100%
de amido de milho das dietas, durante 56 dias. Os demais ingredientes da dieta
(caseina, maltodextrina, sacarose e 6leo de soja) foram ajustados para fornecer dietas
hiperlipidicas isocaldricas com ou sem adi¢do de FSE. O peso e o consumo alimentar

foram monitorados semanalmente durante todo o experimento (Tabela 1) (Figura 2).
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Ao final da fase II de experimentagdo, os 32 animais foram anestesiados com
isoflurano 100% (Isoforine, Cristalia®) e eutanaziados por pun¢do cardiaca apods
jejum por 12 horas. O sangue foi estocado em tubos com heparina e sem
anticoagulante, 16100 mm (BD Vacutainer®) e centrifugados sob refrigeracdao por
10 minutos a 1006 x g, para obtencdo de plasma e do soro, respectivamente. Os
orgdos coracdo, cérebro, ceco e figado dos animais foram retirados, pesados e
imediatamente imersos em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80°
C. Algumas amostras do tecido hepatico foram lavadas em solucdo salina, fixadas
em formaldeido a 10% e mantidas a temperatura ambiente para posterior andlise
histologica. As fezes excretadas pelos animais, no dia anterior a eutanasia, foram
imediatamente coletadas e armazenadas a -80° C para extracdo do DNA fecal e
analises microbioldgicas por método de reacdo em cadeia da polimerase quantitativo
em tempo real (qQPCR) e também, para quantificagdo de AGCC.

Os animais desse estudo foram mantidos e tratados de acordo com o
protocolo (N° 06/2014; data de aprovagdo: 25 de Fevereiro/ 2015) aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa,

Minas Gerais (Anexo).

Ratos machos

adultos (n=32)

Fasel

Duragio = 49 dias AIN-93M HFD

n=8 n=24

FaselI AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100
Duragdo = 56 dias n=8 n=38 n=8 n=8

Figura 2. Desenho Experimental

AIN-93M: dieta padrdo para roedores; HFD: dieta hiperlipidica; HFDS50: dieta hiperlipidica com
substituicdo em 50% de celulose ¢ 100% do amido de milho por farinha de sorgo extrusado;
HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo em 100% de celulose e amido de milho por farinha de
sorgo extrusado;
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Ingredientes AIN-93M* HFD® HFDS50° HFDS100°
Caseina 14 19,50 17,67 15,84
Maltodextrina 15,50 10 3,10 0
Amido de milho 46,57 5,32 0 0
Sacarose 10 34,10 34,10 25,04
Oleo de soja 4 1 0,66 0,32
Banha de porco 0 20 20 20
Celulose 5 5 2,5 0
Mix vitaminico 1 1 1 1
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Colesterol 0 0,15 0,15 0,15
BHT 0,0008 0,0004 0,0004 0,0004
Farinha de sorgo extrusado nd nd 16,86 33,72
3- DXAS total (ng) nd nd 16,92 33,85
Luteolinidina (png) nd nd 4,45 8,90
Apigeninidina (ug) nd nd 2,39 4,78
5-Metoxi-luteolinidina (pg) nd nd 6,82 13,65
7-Metoxi-apigeninidina (ug) nd nd 3,27 6,54
Proantocianidinas totais (mg EC)* nd nd 8,20 16,41
Compostos Fenolicos totais (mg AG)** nd nd 0,08 0,16
Calorias (kcal):
Carboidrato (%) 72,58 42,42 41,09 39,82
Proteina (%) 17,96 16,74 17,12 17,58
Lipidio (%) 9,47 40,85 41,79 42,61
Densidade calérica (kcal/g) 3,80 4,66 4,56 4,44

Adieta padrio para roedores; °: dieta hiperlipidica; ©: dieta hiperlipidica com substituigdo em 50% de
celulose ¢ 100% do amido de milho por farinha de sorgo extrusado; : dieta hiperlipidica com
substituicdo em 100% de celulose e amido de milho por farinha de sorgo extrusado;*: equivalente de

catequina; **: equivalente de acido galico.

nd: Ndo determinado; BHT: hidroxitolueno butilado

4.5. Dados biométricos

Ao final do experimento foram obtidas medidas biométricas e dados do

consumo alimentar. O indice de massa corporal (IMC) foi obtido pela relagao entre o

peso e o quadrado do comprimento do animal. Os animais foram considerados

obesos quando os valores de IMC foram superiores que 0,68 (REYNES et al., 2014).

O indice somatico de 6rgaos como figado, ceco, coracdo e cérebro foi calculado pela

relacdo entre o peso do orgdo e o peso corporal total, multiplicado por 100. O
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coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi calculado pela relacdo entre o ganho de

peso médio e a quantidade média de dieta (gramas) consumida por grupos.

4.6. Expressao génica no tecido hepatico

O tecido hepatico (100 mg) foi triturado por moagem, utilizando gral e
pistilo, sob nitrogénio liquido mantendo em baixa temperatura. Foi adicionado 1 mL
de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e o homogeneizado transferido para um
microtubo de 1,5 mL deixando em temperatura ambiente sob agitagdo por 5 minutos.
Em seguida foi adicionado 200 pL de cloroférmio e agitado vigorosamente. Apods
centrifugacdo a 12 000 x g por 15 minutos a 4° C, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e foram adicionados 500 pL de isopropanol e, em seguida, agitado por
inversdo. A mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e apos uma
nova centrifugac¢do a 12 000 x g por 10 minutos a 4° C, o sobrenadante foi removido
por inversao, permanecendo no microtubo apenas o pellet de mRNA. Sobre o pellet,
foi adicionado 1 mL de etanol 75% e em seguida, centrifugado a 7 500 x g por 5
minutos a 4° C. Posteriormente, o sobrenadante foi removido por inversdo, e o pellet
deixado a temperatura ambiente por, aproximadamente, 2 horas para secar. Apos a
secagem, o pellet foi ressuspenso em 50 pL. de 4gua DPEC (4gua miliq tratada com
0,01% de dietilpirocarbonato (Invitrogen Brasil Ltda) autoclavada a 121° C/30 min)
e em seguida, armazenado a -80° C.

O mRNA foi quantificado em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo
Fisher Scientifics; Waltham, MA, EUA) e o grau de pureza determinado pela razao
de absorbancia 260/280 nm. Apods a quantificagdo, as amostras de mRNA foram
tratadas com DNAse (DNAse I Amplil; Promega), utilizando-se o protocolo do
fabricante: 7 uL da amostra (contendo 2 pg de RNA) foram transferidos para um
tubo novo e tratadas com 1 pL de tampao DNAse (Buffer — RQI DNAse) mais 2 pL
de DNAse (Invitrogen) para um volume final de 10 pL. A mistura foi incubada a 37°
C por 30 minutos e a reac¢do interrompida por meio da adigdo de 1 puL de RQI
DNAse Stop Solution e incubados a 65° C por 10 minutos, para inativa¢do da
DNAse.

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do mRNA tratado
utilizando-se um Kit de transcrigdo reversa M-MLV (Invitrogen Brasil Ltda.). Foram
adicionados 2uL. de um MIX 1 (1 pL de oligo dT 100 uM + 1 pL de dANTPs 10 uM

diluidos) em cada amostra com RNA tratado com DNase e em seguida, incubadas
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por 5 min a 65° C. Colocou-se a mistura no gelo e foram acrescentados 7 pL. de um
MIX 2 (4 pL tampao 5x FF, 2uL. de DTT 0,IM e 1 pL de RNAse Out). Foram
acrescentadas em cada reacdo 1 pL de MMLV transcriptase reverse (200 U/uL) e a
mistura foi incubada em banho-maria a 37° C / 1 hora. Em seguida colocou-se o
cDNA a 70° C por 10 minutos.

A expressdo dos niveis de mRNA foi realizada pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR), sendo a reagdo
constituida por 2 pL. de cDNA (1:10), 5 pL de FastStart Master SYBR Green da
Applied Biosystems (Foster City, CA) e oligonucleotideos a uma concentragdo final
de 100 nM, em um volume de reacdo final de 10 pL. A quantificacdo foi realizada no
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System, utilizando o sistema de
quantificagdo por fluorescéncia SYBR-Green e Primer Express software (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As condi¢des da PCR foram as seguintes: 95° C por
20 segundos, 40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60° C por 30 segundos, seguidos da
curva padrio de dissociacdo. Foram utilizadas sequéncias de oligonucleotideos
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda) senso e anti-senso envolvidos no processo de oxidagdo
de 4acidos graxos: carnitina palmitoil transferase (CPT-1), receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PPAR-a) e receptor de adiponectina 2 (ADIPOR2);
lipogénese hepatica: proteina de ligacdo ao elemento regulador de esterdis (SREBP-
I¢); inflamacdo: fator nuclear kappa B (NF-kB); e estresse oxidativo: proteina de
choque térmico HSP72 e superdxido dismutase (SOD). A expressdo relativa dos
niveis de mRNA foram normalizadas pelo controle enddégeno GAPDH

(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) para ratos.

Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para RT-qPCR

Gene Senso (5°-3’) Antisenso (5’- 3’)

NF-xB CTG CGC GCT GAC GGC TCG TCG TCT GCC ATG TTG AA
ADIPO R2 CAT GTT TGC CAC CCC TCA GTA ATG CAA GGT AGG GAT GAT TCC A
SREBP-1¢ CGC TAC CGT TCC TCT ATC AAT GAC AGT TTC TGG TTG CTG TGC TGT AAG
CPT1 GTA AGG CCA CTG ATG AAG GAA GA ATT TGG GTC CGA GGT TGA CA
PPAR-a CCTGGCTTCCCTGTGAACT ATC TGC TTC AAG TGG GGA GA
HSP72 AGG CCAACAAGATCACCATC TAG GACTCG AGC GCATTICTT
ZnSOD GAG CAG AAG GCA AGC GGT GAA CCA CAT TGC CCA GGT CTC

GAPDH AGG TTG TCT CCT GTC ACT TC CTG TTG CTG TAG CCA TAT TC

Todos os oligonucleotideos foram desenhados no programa Primer 3 Plus e obtidos da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.
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4.7. Extracio nuclear e citoplasmatica de células hepaticas

Preparou-se o homogeneizado de figado utilizando o Kit NE-PER Nuclear
and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific Fisher) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Cerca de 20 mg de tecido hepatico foram cortados em
pedagos pequenos, colocados em microtubo de 1,5 mL e lavados com PBS (0,1 M;
pH 7,2). Em seguida, foram centrifugados a 500 x g por 5 minutos e ao final foram
removidos os sobrenadantes. Com o auxilio de um pistilo para microtubo e a adi¢do
de 200 pL de Reagente de Extracdo citoplasmatica I (CER I) os tecidos foram
homogeneizados, agitados vigorosamente em vortex por 15 segundos para completa
suspensdo do pellet de células e incubados em gelo por 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados a cada microtubo, 11 pL de Reagente de Extracdo citoplasmatica
IT (CER 1I), agitados em vortex por 5 segundos e incubados em gelo por 1 minuto.
Ap6s a incubagdo em banho de gelo, os microtubos foram agitados vigorosamente
em vortex por 5 segundos e centrifugados a 16 000 % g por 5 minutos.

Os sobrenadantes (extratos citoplasmaticos) foram imediatamente
transferidos para microtubos limpos previamente refrigerados e estocados a -80° C.
Em relacdo as fragdes insoliveis contendo os niicleos, esses foram ressuspensos em
100 pL de Reagente de Extragao Nuclear (NER) gelado, agitados vigorosamente em
vortex por 15 segundos a cada 10 minutos, por um total de 40 minutos. Em seguida,
foram centrifugados a 16 000 % g por mais 10 minutos e os sobrenadantes (extrato
nuclear) foram imediatamente transferidos para novos microtubos e armazenados a -

80° C.

4.8. Quantificacio de PPAR-o em tecido hepatico

O receptor ativado por proliferador de peroxissoma o (PPAR- a) foi avaliado
com enzima ligada a ensaio imunoabsorvente (ELISA) utilizando o kit Rat PPAR-a
Elisa Kit (kit Cat # E-EL-R0725-ra; Elabscience, USA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foram utilizados para a analise, 100 uL de extrato
nuclear do homogeneizado de tecido hepatico contendo 60 pg de proteina.
Inicialmente determinou-se sete pocos da placa para cada dilui¢do do reagente
padrdo e um pogo para o branco e foram adicionados 100 pL de cada dilui¢ao do

padrdo, branco e amostras nos pocos determinados; a placa foi selada e incubada a
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37° C por duas horas e em seguida, o liquido de todos os pogos foi removido sem
lavagem.

Foram adicionados 100 pL do reagente de deteccdo A em cada pogo da placa,
selada e novamente, incubada a 37° C por uma hora. Apds o periodo de incubagdo, as
solugdes de cada poco foram aspiradas e os pogos lavados com 350 uL de solucdo de
lavagem 1x e deixados descansar por 1 a 2 minutos. Todo o liquido foi retirado dos
pogos por inversao em papel absorvente e em seguida, lavados por 3 vezes. Apds a
ultima lavagem, todo o tampao de lavagem remanescente foi removido por aspiracdo
e a placa invertida em papel absorvente. Apds essa etapa, foram adicionados 100 pL
de reagente de deteccao B em cada poco da placa, a mesma foi selada e incubada a
uma temperatura de 37° C por meia hora. Os processos de aspiragdo e lavagem,
citados anteriormente, foram repetidos por um total de cinco vezes. Em seguida,
foram adicionados 90 pL de solucdo de substrato em cada pogo e apos a selagem da
placa, a mesma foi incubada a 37° C por 15-25 minutos protegida da luz. Ao final da
incubagdo, o liquido adquiriu coloracdo azul por conta da adi¢do da solugdo de
substrato.

Por fim, foram adicionados 50 pL de solu¢dao de bloqueio em cada pogo, € o
liquido retornou a coloracdo amarelada apds homogeneizacdo suave realizada
manualmente. A leitura foi realizada imediatamente a 450 nm e o célculo dos
resultados foi realizado por meio de curva padrdo, cujas concentracdes variaram de

20ng/mla0,312ng / mL.

4.9. Histomorfometria do figado

Os fragmentos de tecidos fixados em formaldeido a 10% foram lavados com
alcool a 70% por 2 dias consecutivos. Em seguida, os fragmentos foram transferidos
para solucdo de alcool 95% por quatro horas, imersos em solu¢do de alcool-resina na
propor¢cdo de 1:1 durante 24 horas e, posteriormente, colocados em resina de
infiltragdo glicolmetacrilato (Leica, Historesin®) por mais 48 horas. Os tecidos foram
incluidos em resina pura. Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados com 3 pm
de espessura em microtomo automatico (Reichert-Jung®) utilizando-se navalha de
vidro, e submetidos a coloracdo pela técnica Hematoxilina/Eosina. As laminas
(BioGlasss®) foram montadas e analisadas em microscopio de luz (Nikon Phase
Contrast 0,90 Dry®, Japao) e as imagens capturadas com camera digital DIGI-PRO

5.0 M por meio de Software Micrometrics SE Premium (Accu-Scope®). Dez campos



44

diferentes por animal foram capturados com objetiva de 40X (Barra: 20 puM) e foi
aplicada sobre as fotos uma gradicula com 40.000 uM? contendo 441 pontos. Os
pontos sobre vesiculas de gordura, nicleos e citoplasmas foram contados com o
auxilio do aplicativo Image J versdao 1.5 (Wayne Rasband). O grau de esteatose foi
avaliado semiquantitativamente de acordo com uma escala de 5 graus: grau 0, se o
percentual de gordura fosse ausente ou <5%; Grau 1, se > 5% e <25%; Grau 2, se >

25% e <50%; Grau 3, se > 50% e <75%; e grau 4, se > 75% (TURLIN et al., 2001).

4.10. Extracao de DNA de amostras fecais

A extracdo do DNA foi realizada com a utilizacdo do QIAamp Fast DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Foram pesadas em um microtubo de 2 mL, 200 + 20 mg de amostras de fezes
e foram adicionadas em cada amostra 1 mL de Tampao InhibitEX. Em seguida,
agitou-se em vortex continuamente por 1 minuto ou até as amostras de fezes serem
completamente homogeneizadas e posteriormente incubadas 5 minutos a 70° C.
Novamente foram agitados em vortex por 15 segundos e em seguida, centrifugadas a
20 000 x g por 1 minuto para sedimentar as particulas de fezes (pellets) e separagdo
do sobrenadante.

Em um novo microtubo (1,5 mL) foram pipetados na seguinte ordem: 15 uL
de Proteinase K, 200 uL do sobrenadante e 200 uL do Tampao de lise (AL), em
seguida as misturas foram agitadas vigorosamente em vortex por 15 segundos e
incubadas a 70° C por 10 minutos. Sob o lisado, foram adicionados 200 uL de etanol
(96-100%) e agitados em vortex. Posteriormente, 600 pL dos lisados foram aplicados
a coluna e centrifugados por 1 minuto a 20 000 x g. As colunas foram lavadas com
500 pL do Tampao de lavagem 1 (AW1) e centrifugadas por 1 minuto a 20 000 x g.
Apos a centrifugacdo, as colunas foram novamente lavadas com 500 pL de Tampao
de lavagem 2 (AW2) e em seguida centrifugadas a 20 000 x g por 6 minutos para
completa elimina¢do do tampao residual. As colunas foram transferidas para um
novo tubo de coleta e foram pipetados 200 pL de Tampao de eluicdo (ATE)
aplicados diretamente sobre cada membrana. As colunas foram mantidas a
temperatura ambiente por 1 minuto e em seguida, foram centrifugadas a 20 000 x g

por 1 minuto para eluir o DNA.
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4.11. Analise da microbiota intestinal por PCR quantitativo em tempo real

A concentragdo de DNA foi determinada por absorbancia a 260 nm (A260), e
a pureza estimada por meio da determinacdo da razdo A260 / A280 em um
espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA). Foram utilizados iniciadores especificos para diferentes filos de bactérias que
caracterizaram a microbiota fecal quantificadas por qPCR em tempo real (Tabela 3).
As andlises de qPCR foram realizadas em um sistema de detecgdo CFX96 Touch™
(Bio-Rad, Berkeley, California) (Primer Express software), utilizando o kit de
detec¢ao Power SYBR green PCR master mix da Promega (Madison, WI). Todas as
analises foram realizadas em duplicata contendo em cada poco 2 pL de amostra ou
padrdo, inciadores senso e anti-senso (Alpha DNA) a concentragdes de 300 nM e
agua livre de nucleases para um total de 25 pL. As condi¢des térmicas do ciclo de
PCR utilizadas foram as seguintes: uma desnatura¢do inicial do DNA a 95° C durante
10 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturagdo a 95° C durante 10 segundos,
anelamento do iniciador a 60° C durante 20 segundos e extensdo a 72° C durante 15
segundos. Uma andlise da curva de melting apds amplificagdo foi realizada para
garantir a qualidade e especificidade da PCR.

Curvas padrao foram construidas para cada experimento utilizando cinco
dilui¢des sequenciais de DNA gendmico bacteriano de culturas puras (Tabela 3)
variando de 20 ng a 0,032 ng. A acuricia do método qPCR foi analisada a partir da
relacdo linear entre o log de concentragdo das diluigdes do DNA isolado das culturas
puras e os valores de Ct dos filos de bactérias das amostras. As eficiéncias de
amplificacdo e R? das equacdes de cada placa analisada variaram de 1,63 a 1,88 e
0,96 a 0,99, respectivamente. Valores de eficiéncia proximos de 2 e R? da equacao 1,
comprovam a acurdcia do método. A abundancia dos filos de bactérias de cada
amostra fecal foram calculadas segundo o método de quantificacdo relativa descrito
por Stevenson e Weimer (2007). As diferentes linhagens utilizadas foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC) (Bacteroides ovatus ATCC 8483;
Escherichia coli ATCC 11775) e da Colecao de Culturas Tropical (Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 CCT 3744).
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Tabela 3. Sequéncia de iniciadores especificos para o qPCR

Grupo Primers (Se A) DNA gendmico padrio Referéncias
Bactérias totais S- GCAGGCCTAACACATGCAAGTC Escherichia coli. Castillo et.
(16S rRNA) A- CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT al., 2006
Bacteriodetes S- CATGTGGTTTAATTCGATGAT Bacteroides ovatus Guo et. al.,
A- AGCTGACGACAACCATGCAG 2008
Firmicutes S-ATGTGGTTTAATTCGAAGCA Lactobacillus Guo et. al.,
A-AGCTGACGACAACCATGCAC delbrueckii 2008
Proteobacteria S- CATGACGTTACCCGCAGAAGAAG Escherichia coli. Friswell et.
A- CTCTACGAGACTCAAGCTTGC al., 2010

S: Senso; A: Antisenso. Todos os oligonucleotideos foram obtidos da Alpha DNA e Diagnosticos
Moleculares LTDA.

4.12. Determinacio dos Acidos Graxos de Cadeia Curta

As amostras de fezes (300 mg: 2,5 mL de 4dgua destilada) foram centrifugadas
(12 000 x g, 10 minutos) e os sobrenadantes isentos de células foram tratados como
descrito por Siegfried, Ruckemann e Stumpf (1984).

Ap0s a centrifugacdo, foram colhidos 600 puL do sobrenadante em duplicata
para novos tubos de microcentrifuga. Juntamente ao sobrenadante, foram
adicionados em cada amostra 600 pL de solugdo de hidroxido de célcio (264,5 g/L) e
300 pL de solugdo de sulfato cuprico (125 g/L) contendo 2,0 g de acido crotdnico.
Agitou-se em vortex por 10 segundos e em seguida, as amostras foram congeladas.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e
centrifugadas a 12 000 x g por 10 minutos. Foram transferidos 1,0 mL do
sobrenadante para novos tubos de microcentrifuga, adicionados 28 pL de acido
sulfurico (H2SO4; 1M) em cada amostra e novamente foram congeladas. O processo
de descongelamento e congelamento das amostras se repetiu por mais duas vezes e
em seguida, foram centrifugadas a 12 000 % g por 10 minutos. Foram transferidos
600 pL do sobrenadante para vials de HPLC.

As concentragdes de acidos orgéanicos (acético, propionico e n-butirico) em
amostras fecais foram determinadas por HPLC em um Dionex Ultimate 3000 HPLC
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) acoplado a um indice de refracao (RI)
Shodex RI-101 mantido a 40° C utilizando uma coluna de exclusdo idnica
Phenomenex Rezex-ROA Organic Acid, 300 mm x 4,6 mm mantida a 45° C. A fase
movel foi preparada com 5 mM de acido sulfurico (H2SO4) e o fluxo foi de 0,7 mL /
minuto. Os seguintes acidos organicos foram utilizados para a calibracdo da curva
padrdo: d4cido acético, succinico, férmico, propidnico, valérico, isovalérico,

isobutirico e butirico. As solugdes padrdes de &cidos graxos volateis foram
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preparados com uma concentracao final de 10 mmol / L, exceto acido isovalérico (5

mmol / L) e acido acético (20 mmol / L).

4.13. Citocinas

Foram realizadas analises de concentracdes séricas de adiponectina
(Adiponectin Cat. #EZRADP-62K-Millipore Corporation, CA) e resistina (Resistin
Cat. #SEA847 RA, USCN, USA) utilizando kit comercial ELISA seguindo as
instru¢des do fabricante. As amostras foram adicionadas as placas de microtitulagdo
revestidas com os anticorpos primarios monoclonal Anti-adiponectina ou Anti-
resistina, as quais foram incubadas por 2 horas. Em seguida, foi adicionado o
anticorpo conjugado a biotina, a enzima Horseradish Peroxidase (HRP)-Avidina
incubando por 1 hora. Apds a solu¢do do substrato ser adicionada, os pogos que
continham o anticorpo resistina e, ou adiponectina conjugado com biotina e avidina
apresentaram mudanga de cor de acordo com a quantidade de proteina presente na
amostra. A reagdo enzima-substrato terminou com a adigdo de solugdo de acido
sulfurico e a alteragdo da cor foi determinada espectrofotometricamente
(Awareness®, Stat Fax 2100) a um comprimento de onda de 450 nm. A
concentragdo de resistina e, ou adiponectina nas amostras foram determinadas por

comparac¢do da absorbancia das amostras com a curva padrao.

4.14. Determinacio da proteina NF-kB por Western Blotting

As proteinas do homogeneizado de figado (extrato nuclear e citoplasmatico)
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com SDS-PAGE,
utilizando o método proposto por Laemmli (1970). Utilizou-se o sistema de
eletroforese vertical mini gel (Loccus do Brasil Ltda.) em voltagem constante de 100
Volts por duas horas e 40 minutos. Quantidades conhecidas (15 pg) de proteina total
das amostras e 5 pL. do padrao de referéncia (Broad Range Markers — Santa Cruz
Biotechnology) foram aplicadas ao gel. A amostra foi preparada utilizando-se uma
aliquota de 30 pL do homogeneizado de figado (extrato nuclear e citoplasmatico) e
adicionando-se 10 pL de tampao de amostra 4X (125 mM Tris-HCL, pH 6,8; 20%
glicerol, 4% SDS; 0,002% azul de bromofenol e 4 pL de B-mercaptoetanol). Antes
de serem aplicadas no gel, as amostras congeladas a —20°C foram fervidas por 4
minutos, ¢ imediatamente imersas em gelo. Apds a separacdo em gel de bis-

acrilamida-SDS, as proteinas foram -eletroforeticamente transferidas para uma
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membrana de fluoreto polivinidileno (PVDF) (BioRad®). A transferéncia ocorreu
por uma hora e meia a 4° C em amperagem constante (0,35 A) e 90 V, usando o
modulo interno para western blot da Loccus do Brasil Ltda.

Apos sucessivas lavagens com tampao TBS (10 mM tris, pH 7,5, 100 mM
NaCl), os sitios de interagdo nao-especificos foram bloqueados utilizando uma
solucdo de bloqueio a 5% (Blotting-grade blocker, Bio-Rad) por 1 hora com agitagdo
constante. Em seguida, a solucdo de bloqueio foi desprezada e a membrana foi
lavada trés vezes consecutivas com 15 mL de TBS-T (TBS 1X acrescido de 0,1% de
Tween 20) e com agitacdo de 15 minutos.

Apbs o bloqueio, a membrana foi incubada sob agitacdo overnight, a 4° C
com o anticorpo primario monoclonal anti-NF-kB-p65 (65 kDa) (ab13594; Abcam,
Cambridge, Reino Unido) em 15 mL de albumina sérica bovina (BSA) 3% na
diluicdo de 3:1000. Apos incubagdo a solucdo de anticorpo primario foi retirada,
sendo entdo realizadas trés lavagens sob agitagdo constante com 15 mL de TBS-T
por 10 minutos. A membrana foi incubada com um anticorpo secundario conjugado
horseradish peroxidase (HRP) (A-9044, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) diluido em 15
mL BSA 3% em TBS-T, na propor¢do de 1:8000, por duas horas, a temperatura
ambiente e agitacdo constante. Apds nova sequéncia de lavagens, conforme descrito
anteriormente, a reacao de cor foi desenvolvida utilizando o substrato tetracloridrato
de 3,3-diaminobenzidina (DAB) diluido em 15 mL Tris-HCl 50mM (pH 7,6) e 15 uL
de peroxido de hidrogénio (H20;) (30%), permanecendo incubadas por
aproximadamente 10 minutos com agita¢do constante até o aparecimento das bandas.
Apo6s lavagem com agua destilada, a membrana foi seca em papel filtro e mantida ao

abrigo da luz.

4.15. Enzimas antioxidantes e marcador de peroxidacao lipidica no figado

As amostras de figado (100 mg) obtidas a partir de cada animal foram
homogeneizadas em 1 mL de tampao fosfato (0,01 M, pH 7,4). Em seguida, os
homogeneizados foram centrifugados a 10 000 x g por 15 minutos a 4° C e os
sobrenadantes colhidos e armazenados a -80° C. As concentracdes de proteinas nos
sobrenadantes foram quantificadas segundo o método de Bradford (1976). A
albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como o padrdo de proteina. Os niveis de
malondialdeido (MDA), 6xido nitrico e atividade das enzimas SOD, catalase e GST

nos sobrenadantes de figado foram determinados segundo os métodos calorimétricos.
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4.16. Quantificacio de proteina dos homogeneizados de figado

Inicialmente, preparou-se o reagente de Bradford diluindo 100 mg de
comassie brilhante blue G250 em 50 mL de etanol absoluto 95% e 100 mL de acido
fosforico 85%, em seguida completou-se o volume para 200 mL e obteve-se
Bradford 5X apo6s permanecer em agitagdo overnight. Para o ensaio, foram
adicionados em um microtubo de 1,5 mL, 790 uL de agua destilada, 10 pL de
homogeneizado de figado diluido 1:10 e 200 pL do reagente de Bradford. Para a
determinagdo do branco foram utilizados 800 pL de 4gua destilada e 200 pL de
reagente Bradford.

A mistura foi agitada em vortex e permaneceu em repouso por 15 minutos. A
leitura da absorbancia foi realizada no comprimento de onda a 595 nm em
espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA).

4.17. Malondialdeido pelo método de substincias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

O 4cido tiobarbitirico forma adutores de cores com peroxidos lipidicos,
hidroperoxido e duplas ligacdes de oxigénio que apresentam absor¢do maxima a 532
nm. O MDA, um aldeido reativo (baixa estabilidade) amplamente utilizado como
biomarcador na avaliagcdo do estresse oxidativo, ao reagir com o acido tiobarbitirico
forma uma solu¢do de cor rosa (PILZ; MEINEKE; GLEITER, 2000).

Foram adicionados em 200 pL de homogeneizado do figado, 200 pL de
solugdo de TBARS (acido tricloroacético 15%, acido tiobarbittrico 0,075% e HCI
0,25 M). Apos agitacdo em vortex, as misturas foram incubadas por 40 minutos a 90°
C, sendo em seguida acrescentados 600 pL de n-butanol e centrifugada por 10
minutos a 900 x g com a retirada da fase orgénica, na qual foi determinada a
absorbancia em 532 nm em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher
Scientifics; Waltham, MA, EUA) (BUEGE; AUST, 1978).

Os valores finais foram calculados por meio de curva-padrdo, sendo utilizado
como padrio o reagente N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TMPO), com a
concentragdo variando de 20 uM a 1,25 uM. Os resultados foram expressos em nmol

de MDA por miligramas de proteina (nmol MDA/mg PTN).
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4.18. Oxido Nitrico (ON)

A concentragdo de 6xido nitrico foi determinada pelo método de Griess
(GREEN et al, 1982). O reagente de Griess ¢ uma mistura 1:1 de 1% de
sulfanilamida (I) e 0,1% de naftiletilenodiamino-bicloridrato (II) em 4cido
ortofosforico (H3;PO,) a 2,5%.

No momento do ensaio, foram misturadas 50 pL da solucdo I e 50 pL da
solu¢do II formando o reagente de Griess. As amostras (50 pL. do homogeneizado de
figado) foram pipetadas em triplicata em uma placa tipo Elisa de 96 pogos. Em
seguida, um volume de 100 pL de reagente Griess foi adicionado em todos os pocos.
Ap6s incubar por 10 minutos em ambiente escuro, a densidade 6ptica foi medida em
espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA) a 570 nm. As concentragdes de 6xido nitrico foram calculadas a partir de uma
curva-padrdo realizada com uma solu¢do de 6,9 mg de nitrito de s6dio (NaNO,) em
400 mL de tampao fosfato (pH 7,0) expressos em uM. Os valores utilizados para o
calculo da curva-padrao de NaNO, variaram de 125 a 0,97 pM.

4.19. Superoxido Dismutase (SOD)

A SOD foi estimada utilizando a metodologia descrita por Marklund (1985).
Anions superdxido sio gerados durante a oxidagdo do pirogalol sob condi¢es de
teste e a enzima SOD inibe a oxidacdo do pirogalol. A atividade enzimatica ¢ medida
por monitoramento da taxa de diminuicao da densidade optica a 570 nm. Para 30 uL.
de homogeneizado do figado, 15 pL de pirogalol (100 uM), 6uL. de MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolio a 1,25mM) e 99 pL de tampao
fosfato pH 7,0 foram adicionados. A leitura de absorbancia foi realizada a 570 nm
em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham, MA,
EUA), ap6s incubacdo a 37° C por 5 minutos e adi¢do de 150 uL. de Dimetilsulfoxido
(DMSO). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 50% de inibi¢do da auto-oxidag¢@o do pirogalol sob

as condicdes de teste e expressa como U de SOD/ mg proteina.

4.20. Catalase

A determinacdo da atividade da enzima catalase ¢ baseada na sua capacidade
em clivar o peroxido de hidrogénio (H,O,) em dgua e oxigénio molecular, conforme

descrito por AEBI (1984).
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Em uma cubeta semi-micro de quartzo (1,5 mL) foram adicionados 10 pL. do
homogeneizado de figado diluido (1:5) e 1 mL de tampao fosfato 100 mM (pH 7,0)
adicionado de H,O, (25 mL de tampao fosfato 100 mM, pH 7,0, para 40 puL de H,O,
30%). Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e as absorbancias foram
determinadas no tempo 0, 30, 60 e 90 segundos a 240 nm em espectrofotdmetro. Para
o branco, foram utilizados 1 mL de tampao fosfato 100 mM (pH 7,0) mais 10 pL de
amostra, antes de cada reagao.

Uma unidade (U) de catalase ¢ equivalente a hidrélise de 1 mol de H,O,
(e=39,4 L.mol-1.cm-1) por minuto. A absorbancia utilizada para o célculo da
catalase foi o delta obtido da absorbancia inicial (tempo 0) menos a absorbancia a 60
segundos em espectrofotdometro e o resultado obtido multiplicado pela constante

2,361. Os dados foram expressos em U de catalase/mg de proteina.

4.21. Glutationa S-Transferase (GST)

A determinagdo da GST baseia-se no principio no qual o I1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) ¢ metabolizado pela GST conjugando-se a glutationa na sua
forma reduzida (GSH), com aumentos de absorbancia a 340 nm (HABIG et al.,
1974).

Para a reacdo foram adicionados 970 pL de tampdo fosfato (100 mM; pH
7,0), 10 uL de CNDB (0,1 M diluido em etanol 80%) e 10 uL de GSH (0,1 M
diluido em tampao fosfato a 100 mM; pH 7,0). Por fim, acrescentou-se 10 puL do
sobrenadante do homogeneizado de figado. A solucdo foi pipetada em cubeta semi-
micro de quartzo (1,5 mL) e registradas em espectrofotdmetro os aumentos de
absorbancia a 340 nm nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos. Para o calculo da

atividade de GST (umol min-1 g-1), foi utilizada a seguinte equagao:

A A340 x dilui¢des/e = A340 x 1000 (100 cubeta x 10f)/ 9.6 = A340 x 104,17; onde

€=9.6 mM-1 cm-1 (coeficiente de extingdo molar).
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5. ARTIGOS

5.1. ARTIGO 1: Farinha de sorgo (Sorghum bicolor L.) extrusado melhora a
lipogénese hepatica e a biometria de ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica

Resumo

Esse estudo teve como objetivo investigar o efeito do consumo da farinha de sorgo
extrusado (FSE) adicionada em uma dieta hiperlipidica nas medidas biométricas e na
lipogénese hepatica de ratos Wistar obesos. Ratos machos Wistar foram divididos em
quatro grupos e alimentados com dieta normal (AIN-93M), dieta hiperlipidica
(HFD), HFD acrescida de FSE substituindo 50% de celulose ¢ 100% de amido de
milho (HFDS50) e HFD acrescida de FSE substituindo 100% de celulose e 100% de
amido de milho (HFDS100) por oito semanas. A FSE contribuiu para a redugdo do
indice de massa corporal, bem como o peso do figado dos animais obesos. O
consumo de FSE reduziu a lipogénese hepatica por aumentar a expressao génica e o0s
niveis proteicos do receptor ativado por proliferador de peroxissoma o (PPAR- a),
aumentar a expressdo génica do receptor de adiponectina 2 (AdipoR2) e reduzir a
expressao génica da proteina ligada ao elemento regulador de esterol 1c (SREBP-1c).
As analises histologicas confirmaram a redugdo do grau de esteatose hepatica dos
animais obesos alimentados com FSE. Portanto, a FSE produzida a partir do
gendtipo de pericarpo marrom foi eficaz para melhorar as medidas biométricas e a
lipogénese hepatica, podendo ser considerado um alimento com potencial funcional

na prevencao da obesidade e suas co-morbidades.

Palavras-chave: farinha de sorgo extrusado, - oxidagdo, compostos bioativos,

adipogénese
Introduciao

A dieta associada ao sedentarismo constitui-se como um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento da obesidade. O consumo de dietas
hipercaloricas, principalmente ricas em gorduras e carboidratos, estd associado ao
acumulo de gordura visceral e também em tecidos como o figado, o que caracteriza a
lipotoxicidade (LYONS; KENNEDY; ROCHE, 2016). A lipotoxicidade ativa as vias
inflamatorias e promove o aumento do estresse oxidativo, desregula o metabolismo

de lipidios, induz as dislipidemias e a esteatose hepatica podendo levar ao
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desenvolvimento de patologias como a Doenca Hepatica Gordurosa ndo-alcodlica
(DHGNA) (CERIELLO; MOTZ, 2004).

A DHGNA ¢ identificada como uma das mais prevalentes doengas cronicas
do figado, sendo reconhecida como a manifestagdo hepatica da sindrome metabodlica
(SM) e caracteriza-se por esteatose simples, podendo progredir para a esteatohepatite
ndo-alcodlica (EHNA), que pode levar a fibrose e até a cirrose letal
(SZCZEPANIAK et. al., 2005; DOWMAN et al.,, 2010). Os mecanismos que
conduzem a deposi¢ao excessiva de gordura no figado (esteatose), observada nesta
patologia, ainda ndo estdo completamente esclarecidos, no entanto, aceita-se a
hipotese de “dois hits", em que o "primeiro hit" ¢ a resisténcia a insulina, levando as
desordens no metabolismo de lipidios por meio da maior expressdo de genes
lipogénicos e reducdo da B-oxidacdo mitocondrial (YAMAZAKI et al., 2007). O
“segundo hit" & a progressdo para EHNA por aumento do estresse oxidativo, da
peroxidagdo lipidica e de citocinas pro-inflamatérias (DAY ; JAMES, 1998).

Devido ao elevado numero de individuos obesos e, portanto, de suas doencas
associadas, estratégias nutricionais de prevencao e tratamento da obesidade tem sido
o foco de muitos pesquisadores (BELOBRAIJDIC et al., 2011; GOTO et al., 2011). O
sorgo (Sorghum bicolor L.), um cereal da familia Poaceae, nativo da Africa, possui
um elevado potencial nutricional e funcional, que pode trazer beneficios a satde de
humanos. Entre os genotipos de sorgo, os graos que possuem o pericarpo € a testa
pigmentada apresentam elevado contetido de acidos fenodlicos, 3-deoxiantocianinas e
proantocianidinas (taninos), que sdo compostos eficazes na modulagdo de doencas
como o cancer, obesidade, diabetes, doengas cardiovasculares e outras (CARDOSO
et al., 2015; PAIVA et al,, 2015). Estudos tem demonstrado que a ingestao oral de
extratos de compostos fendlicos de sorgo (50 a 600 mg / kg por 14 dias) ¢ eficiente
em reduzir a concentracdo plasmatica de colesterol e triacilglicerol em ratos e podem
efetivamente reduzir a lipogénese por mecanismos que melhoram a sensibilidade a
insulina, aumentando a adiponectina e reduzindo citocinas inflamatérias, como o
fator de necrose tumoral o (TNF-a) (CHUNG et al., 2011; PARK et al., 2012).

No intuito de viabilizar o consumo de sorgo por humanos e animais, algumas
técnicas de processamento sdo utilizadas, como por exemplo, a extrusdo de cereais.
O processamento por extrusdo vem sendo considerado promissor na produgdo de
alimentos funcionais a base de cereais, e caracteriza-se pela utilizacdo de uma

combinag¢do de calor, umidade e trabalho mecanico, que modifica as matérias-
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primas, proporcionando novos formatos e estruturas com diferentes caracteristicas
funcionais e nutricionais em um curto espaco de tempo (ALAM et al., 2016;
ANUNCIACAO et al., 2017). Sugere-se que as elevadas temperaturas utilizadas no
processamento de extrusdo de sorgo favorecem para a redugdo do grau de
polimerizacdo de taninos e também, fragmentem a estrutura de arabinoxilanos,
aumentando a biodisponibilidade dos mesmos e portanto, seus efeitos biologicos a
saude (CARDOSO et al., 2015a; LOPEZ et al., 2016).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos in vivo que avaliaram o
potencial beneficio do sorgo extrusado nas alteragdes metabolicas relacionadas a
obesidade e suas comorbidades. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do consumo da farinha de sorgo extrusado (FSE) por animais obesos, em alteracdes
relacionadas ao perfil biométrico, ao processo de lipogénese, a B- oxidacdo e a

retengdo de gordura hepatica.

Materiais e Métodos

Farinha de sorgo extrusado

O genotipo de sorgo selecionado foi o SC 319 de pericarpo marrom, que
possui alto contetido de fibra alimentar e compostos bioativos, como proantocianinas
(taninos) e 3-deoxiantocianinas (CARDOSO et al., 2015). As sementes do gendtipo
de sorgo SC 319 foram plantadas na estacdo de pesquisa Embrapa Milho e Sorgo,
localizada em Nova Porteirinha, MG, em uma latitude de 15°47'S, longitude 43°18'O
e 516 m acima do nivel do mar, em junho de 2011. Posteriormente, os graos foram
encaminhados para o Laboratério de Cereais (EMBRAPA Agroindustria de
Alimentos, Rio de Janeiro, RJ) e submetidos a extrusdo, segundo procedimento
descrito por Vargas-Soldrzano et al. (2014). Os graos extrusados foram moidos em
farinha e, em seguida, embalados em sacos de polietileno e armazenados a - 20 +
1°C.

Os dados de composicao quimica da FSE, incluindo carboidratos, proteinas,
lipidios, fibra alimentar e compostos bioativos, foram determinados anteriormente
pelo nosso grupo de pesquisa (CARDOSO et al., 2015) e esses dados foram

utilizados para a elaboracdo das dietas experimentais.

Animais e dietas experimentais
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Ratos Wistar (Rattus novergicus) machos adultos (60 dias de idade; n = 32),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV) foram
alocados em gaiolas individuais de ago inoxidavel e mantidos a uma temperatura
controlada de 22° C + 3° C, com ciclo claro-escuro de 12 horas e acesso a agua ad
libitum.

Inicialmente, os grupos de animais receberam as seguintes dietas: Dieta
hiperlipidica (HFD) (n = 24) como controle obeso, baseada na composicao da dieta
comercial D12079B (Research Diets®) para indug¢do da obesidade e dieta AIN-93M
(REEVES et al., 1993) (n = 8) como controle eutréfico durante 49 dias,
correspondendo a fase I do estudo. Ao final dessa fase, os ratos ficaram em jejum
durante 12 h para a coleta de amostras de sangue por puncdo caudal. Medidas
biométricas e analises bioquimicas foram realizadas para confirmacao da indugao de
obesidade nesses animais (dados ndo apresentados). Na fase II, o grupo AIN-93M
foi mantido e os animais do grupo HFD obesos foram redistribuidos em trés grupos
segundo o peso corporeo médio (303,8 g + 1,4; n = 8/ grupo). As farinhas de graos
de sorgo do gendtipo SC 319 extrusados foram adicionadas as dietas de dois desses
grupos em quantidades suficientes para fornecer 50% (HFDS 50) e 100% (HFDS
100) da fibra alimentar recomendada (5g), que substituiu 100% de amido de milho
das dietas (Tabela 1). Os demais ingredientes da dieta (caseina, maltodextrina,
sacarose ¢ Oleo de soja) foram ajustados para fornecer dietas hiperlipidicas
isocaloricas com ou sem adicdo de FSE. O peso e o consumo alimentar de cada
animal foram monitorados semanalmente durante 56 dias.

Ao final da fase II de experimentacdo, apos jejum de 12 horas, os 32 animais
foram anestesiados com isoflurano 100% (Isoforine, Cristalia®) e eutanasiados por
exsanguinacdo por punc¢do cardiaca. O sangue foi coletado em tubos apropriados,
16x100 mm (BD Vacutainer®) e centrifugados sob refrigeracdo por 10 minutos a
1006 x g, para obtencdo de soro. Os orgdos coracdo, cérebro, ceco e figado foram
retirados e em seguida, pesados. O figado dos animais foi imediatamente imerso em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80° C. Algumas amostras do
tecido hepético foram lavadas em solugdo salina, fixadas em formaldeido a 10% e
mantidas a temperatura ambiente para posterior analise histologica.

Os animais desse estudo foram mantidos e tratados de acordo com o

protocolo (N° 06/2014; data de aprovagdo: 25 de Fevereiro/ 2015) aprovado pelo
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Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,

Minas Gerais.

Tablea 1. Composicio das dietas experimentais (g-100g™).

Ingredientes AIN-93M* HFD® HFDS50° HFDS100"
Caseina 14 19,50 17,67 15,84
Maltodextrina 15,50 10 3,10 0
Amido de milho 46,57 5,32 0 0
Sacarose 10 34,10 34,10 25,04
Oleo de soja 4 1 0,66 0,32
Banha de porco 0 20 20 20
Celulose 5 5 2,5 0
Mix vitaminico 1 1 1 1
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Colesterol 0 0,15 0,15 0,15
BHT 0,0008 0,0004 0,0004 0,0004
Farinha de sorgo extrusado - - 16,86 33,72
3- DXAS total (ng) nd nd 16,92 33,85
Luteolinidina (png) nd nd 4,45 8,90
Apigeninidina (ug) nd nd 2,39 4,78
5-Metoxi-luteolinidina (pg) nd nd 6,82 13,65
7-Metoxi-apigeninidina (ug) nd nd 3,27 6,54
Proantocianinas totais (mg EC)* nd nd 8,20 16,41
Compostos Fenolicos totais (mg AG)** nd nd 0,08 0,16
Calorias (kcal):
Carboidrato (%) 72,58 42,42 41,09 39,82
Proteina (%) 17,96 16,74 17,12 17,58
Lipidio (%) 9,47 40,85 41,79 42,61
Densidade calérica (kcal/g) 3,80 4,66 4,56 4,44

Adieta padrio para roedores; °: dieta hiperlipidica; ©: dieta hiperlipidica com substituigdo em 50% de
celulose ¢ 100% do amido de milho por farinha de sorgo extrusado; : dieta hiperlipidica com
substituicdo em 100% de celulose e amido de milho por farinha de sorgo extrusado;*: equivalente de
catequina; **: equivalente de acido galico.

nd: Nio determinado; BHT: hidroxitolueno butilado

Analise da transcricdo reversa associada a Rea¢ao em Cadeia da Polimerase

Quantitativa em Tempo Real (qRT-PCR) no figado

O RNA total de amostras de figado foi extraido utilizando reagente Trizol
disponivel comercialmente (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). O
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando um Kit de transcrigdo reversa
M-MLV (Invitrogen Brasil Ltda.) de acordo com as instru¢des do fabricante. As
sequéncias dos oligonucleotideos estdo apresentadas na Tabela 2. Os niveis de cada

mRNA foram determinados com o sistema de detec¢do StepOne Plus real-time PCR
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utilizando SYBR green Fast PCR master mix da Applied Biosystems (Foster City,
CA). As condicdes da PCR foram as seguintes: 95° C por 20 segundos e 40 ciclos
incluindo 95° C por 3 segundos e 60° C por 30 segundos, seguidos da Curva de
Melting. A expressdo génica foi calculada pelo método 2- Delta- Delta C(T) (2-
AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) utilizando GAPDH como referéncia e o

grupo obeso como controle, sendo este normalizado para valor de 1.

Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para RT-qPCR

Gene Iniciador Senso (5°- 3°) Antisenso (3°-5’)
PPAR-a CCT GGC TTCCCTGTG AACT ATC TGC TTC AAG TGG GGA GA
ADIPO R2 CAT GTT TGC CAC CCC TCA GTA ATG CAA GGT AGG GAT GAT TCC A

SREBP-1¢ CGC TAC CGT TCC TCT ATC AAT GAC AGT TTC TGG TTG CTG TGC TGT AAG
CPT-1a GTA AGG CCA CTG ATG AAG GAA GA ATT TGG GTC CGA GGT TGA CA
GAPDH AGG TTG TCT CCT GTC ACT TC CTG TTG CTG TAG CCA TAT TC

Todos os oligonucleotideos foram desenhados no programa Primer 3 Plus e obtidos da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.

Citocina e fator de transcricao

As concentragdes séricas de adiponectina foram analizadas no soro por
imunoensaio utilizando um kit comercial ELISA especifico (Adiponectin Cat.
#EZRADP-62K-Millipore®, Billerica, MA). As amostras foram adicionadas & placa
de microtitulagdo revestida com o anticorpo primario monoclonal Anti-adiponectina,
a qual foi incubada por 2 horas. Acrescentou em seguida o anticorpo conjugado a
biotina, a enzima Horseradish Peroxidase (HRP)-Avidina incubando por 1 hora. A
reagdo enzima-substrato terminou com a adi¢do de solucdo de acido sulfurico e a
alteracdo da cor foi determinada espectrofotometricamente (Awareness®, Stat Fax
2100) a um comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram determinados por
comparac¢do da absorbancia das amostras com a curva padrao.

Para a determinagdo das concentracdes hepaticas do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma o (PPAR- a), as amostras de tecido hepatico foram
homogeneizadas utilizando o Kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents (Thermo Scientific Fisher) para separacao das proteinas da fragdo nuclear e
citoplasmatica, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. O PPAR- a da fragdo
nuclear foi avaliado por imunoensaio utilizando Kit Rat PPAR-a Elisa (kit Cat # E-

EL-R0725-ra; Elabscience, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. A
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micro placa ELISA fornecida neste kit foi pré-revestida com um anticorpo especifico
para PPAR-a. A absorbancia foi medida espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo de PPAR-a nas amostras foram

calculadas comparando-se as amostras com a curva padrio correspondente.
Histomorfometria do figado

As amostras de tecido hepatico dos 32 animais foram embutidas em resina.
Nove secgdes transversais semi-seriadas com 3 pum foram obtidas utilizando
microtomo automatico (Reichert Jung®) com navalhas de vidro. As secgdes foram
coradas com hematoxilina / eosina. As andlises das laminas foram realizadas em
microscopio de luz (Nikon Phase Contrast 0,90 Dry®, Japao) e as imagens
capturadas com camera digital DIGI-PRO 5.0 M por meio de Software Micrometrics
SE Premium (Accu-Scope®). Dez campos diferentes por animal foram capturados
com objetiva de 40X e os pontos sobre as vesiculas de gordura, citoplasma e nucleo
foram contados manualmente com o auxilio do aplicativo Image J® versao 1.5
(Wayne Rasband). O grau de esteatose foi avaliado semiquantitativamente de acordo
com uma escala de 5 graus: grau 0, se o percentual de gordura fosse ausente ou <5%;
Grau 1, se > 5% e <25%; Grau 2, se > 25% e <50%; Grau 3, se > 50% e <75%; e
grau 4, se > 75% (TURLIN et al., 2001).

Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformados em Logl0 antes das
andlises estatisticas paramétricas. Os dados foram expressos em médias + desvio
padrdo (DP). Andlise de variancia One-way (ANOVA) foi utilizada para analisar
variaveis continuas e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste post-
hoc Tukey, a um nivel de significancia de 5%. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa Statical Package for Social Sciences (SPSS) versao 20.0 e os

gréaficos foram feitos com o auxilio do programa Graphpad Prism versdo 6.0.

Resultados

Efeito da farinha de sorgo extrusado no consumo alimentar, no peso corporal e

no peso dos 0rgaos
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Em geral, o consumo alimentar do grupo controle obeso (HFD) foi menor e o
peso corporal foi maior (p < 0,05) que o grupo controle eutréfico (AIN-93M) (Fig.
1A e C). O consumo alimentar dos grupos HFDS50 e HFDS100 foi semelhante aos
grupos controle eutrofico e controle obeso até a sétima semana, quando houve maior
consumo alimentar pelos grupos alimentados com a FSE (p < 0,05). O coeficiente de
eficiéncia alimentar e o coeficiente de eficiéncia energética (ARBEX, 2015) foi
maior (p < 0,05) nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica com ou sem adi¢do
de FSE (Fig. 1B).

O consumo de FSE nao interferiu no peso corporal dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica. No entanto, o Indice de Massa Corporal (IMC) foi menor
nos animais obesos que receberam FSE em relacdo ao grupo controle obeso (p <
0,05) e semelhante ao grupo controle eutréfico (p < 0,05) (Figura 1C e D). O peso do
figado e o indice hepatossomético foi maior no grupo controle obeso (p < 0,05) e
diminuiu nos grupos HFDS50 e HFDS100 (p < 0,05). O peso do ceco e seu indice
somatico reduziram no grupo controle obeso (p < 0,05) e foi maior no grupo controle
eutrofico (p < 0,05). O consumo de FSE pelos grupos HFDS50 e HFDS100 interferiu
no peso do ceco e seu indice somatico, tornando-os semelhantes ao grupo controle
eutrofico (p < 0,05), porém, o peso desse 6rgdo nao foi diferente do grupo controle
obeso. Nao houve diferenga (p > 0,05) no peso do cérebro e do coragdo entre os

grupos experimentais (Figura 1E e F).
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*Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc de
Tukey a 5% de probabilidade.
AIN-93M: grupo controle eutréfico; HFD: grupo controle obeso; HFDS50: grupo teste com farinha de
sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica;
HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose e 100% de amido
de milho em uma dieta hiperlipidica.
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Efeito da farinha de sorgo extrusado sobre os niveis de adiponectina sérica e na
expressao de genes associados a biossintese e oxidac¢do de acidos graxos no
figado

Foram investigadas a expressdo de genes relacionados a sinalizacdo de
adiponectina no processo de lipogénese e oxidagdo de acidos graxos. A expressdo
génica do receptor de adiponectina hepatico (AdipoR2) reduziu no grupo HFD,
porém aumentou para 2 vezes no grupo HFDS100 (p < 0,05; Figura 2C). Nenhuma
diferenca nos niveis séricos de adiponectina entre os grupos experimentais foi
observada, no entanto, houve uma tendéncia na redugdo desta no grupo controle
obeso (p = 0,08; Figura 2D). Observou-se também que a expressao de PPAR-a, um
membro da familia de receptores nucleares que regula o metabolismo de lipidios por
mediar a captacdo, ativacao e oxidagao de acidos graxos, reduziu no grupo HFD (p <
0,05). O tratamento com a farinha de sorgo extrusado aumentou a expressdao de
mRNA do PPAR-a para 5,56 vezes no grupo HFDS50 e 14,25 vezes em HFDS100
(p < 0,05; Figura 2A), porém os niveis proteicos hepaticos de PPAR- o aumentaram
apenas no grupo HFDS100 (p < 0,05; Figura 2B).

A expressdo de genes alvos de PPAR-a, como a carnitina palmitoil
transferase (CPT-1a) diminuiu no grupo HFD em relagdo ao grupo AIN-93M (p <
0,05; Figura 2E). No entanto, nos grupos HFDS50 e HFDS100, a expressdo de
mRNA de CPT- la ndo diferiu em relagdo ao grupo controle obeso (p > 0,05).

Nos animais do grupo controle obeso, a expressdo de mRNA da proteina de
ligacdo do elemento regulador de esterol 1c (SREBP-1c¢), fator de transcri¢do nuclear
que regula a sintese de acidos graxos, aumentou quando comparado ao grupo
controle eutrofico (p < 0,05; Figura 2F). O tratamento com FSE reduziu a expressao
de SREBP-1c para 0,26 vezes em HFDS50 e para 0,13 vezes em HFDS100 (p <
0,05).



71

A
B
o 20-
g 154
] a a 'g a
% 3= an e @E ah P il
% e 2 i 104 b —T_ ]
10 2 E
8 B8
g . £
< G d B 54
& 54 3 LB
< - -:-I-l- x ; ) % L)
z b : 8:
ﬁ 0 T . f T 0 T T T
AIN93M  HFD HFDS50  HFDS100 AIN9SM  HFD  HFDS50 HFDS100
C D
e
g 7 30000-
U a
4 —= ~ 25000
2 : - T
% 2 2 20000 ]— -
o " £ 15000- :
o e
o 21 S g
& : £ 10000
21 : ]
i 50004
< d
% 0 T m S 0 T = T e
AIN93M  HFD HFDS50 HFDS100 AIN93M  HFD  HFDSS0 HFDSI00

E F
e}
o 15- 154
a8 g
: -
) : "
« a
z 104 T % 10
3 =
i Ay
= 5 m 05
A b B b b
9 & = =
= i iz -
N N =
% 0 T T > FIFU % DD T T rI—1
AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100 AIN-93M HFD  HFDS50 HFDS100

Figura 2. Niveis séricos de adiponectina (ng/mL), niveis hepaticos de PPAR-a
(ng/mL) e expressdo de genes envolvidos na lipolise e lipogénese hepatica de ratos
Wistar obesos alimentados com farinha de sorgo extrusado adicionado em dieta
hiperlipidica por oito semanas.

*Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc de
Tukey a 5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle eutrofico; HFD: grupo controle obeso; HFDS50: grupo teste com farinha de
sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica;
HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose e 100% de
amido de milho em uma dieta hiperlipidica.
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Efeitos da farinha de sorgo extrusado no tecido hepatico

Foram observadas alteracdes significativas na composicao do tecido hepatico
entre os grupos AIN-93M, HFD, HFDS50 ¢ HFDS100 apds as oito semanas de
tratamento. O percentual de vesiculas de gordura no grupo controle obeso foi maior
que no grupo controle eutrdéfico e a FSE, em ambos os grupos, HFDS50 e HFDS100,
foi capaz de reverter a esteatose hepatica (p < 0,05; Figura 3E). O percentual de
nicleo e citoplasma no grupo controle obeso foi menor que no grupo controle
eutrofico (p < 0,05). O consumo de FSE aumentou o conteudo citoplasmatico nos
grupos HFDS50 e HFDS100, enquanto que o percentual de nicleos aumentou apenas
no grupo HFDS100 (p < 0,05; Figura 3E). O grupo controle eutrofico foi classificado
com grau 0 de esteatose, o consumo de dieta hiperlipidica pelo grupo controle obeso
aumentou a esteatose para grau 3 e o consumo de FSE em ambos os grupos, HFDS50

e HFDS100, reduziu a esteatose para grau 2 (p < 0,05; Figura 3A, B, C, D e F).
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Figura 3. Fenotipo do tecido hepatico (A, B, C, D), percentual dos componentes
celulares (E) e grau de esteatose (F) de ratos Wistar obesos alimentados com farinha

de sorgo extrusado adicionado em dieta hiperlipidica por oito semanas.

*Médias seguidas pela mesma letra no mesmo grafico ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

(A) Grupo controle eutréfico (AIN-93M); (B) Grupo controle obeso (HFD); (C) Grupo teste com
farinha de sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho (HFDS50); (D)
grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose € 100% de amido de milho
(HFDS100).

N: Nucleo; G: Vesiculas de gordura; C: Citoplasma. Coloragdo HE. Barra: 20 um.

Discussao

O presente estudo investigou o potencial beneficio da farinha de sorgo
(gendtipo SC 319) extrusado na biometria e na modulag¢do da lipogénese e lipdlise
hepatica de ratos Wistar obesos alimentados com dieta hiperlipidica, devido ao seu
elevado conteido de compostos bioativos, como as 3-deoxiantocianinas (3-DXAs),
proantocianinas (taninos) e fibra alimentar presentes no sorgo SC 319 de pericarpo
marrom (CARDOSO et al., 2015).

Verificou-se, neste estudo, que o consumo alimentar do grupo controle obeso
foi, em geral, menor que o do grupo controle eutréfico, e isto ocorreu provavelmente
em virtude da elevada densidade energética de dietas hiperlipidicas. Por outro lado, o
consumo alimentar dos grupos HFDS50 e HFDS100 foi maior que o dos grupos
controles eutréfico e obeso, na ultima semana do experimento. A maior ingestao
alimentar pelos animais que consumiram FSE pode ter ocorrido em virtude da
extrusdo do sorgo SC 319, que reduz o grau de polimerizacdo das proantocianinas de
alta massa molecular (oligdbmeros e polimeros) em compostos de baixa massa
molecular (mondémeros e dimeros), aumentando a biodisponibilidade desses
compostos, e ainda reduzindo o acentuado sabor amargo e adstringente que possuem
(CARDOSO et al., 2015). Assim, € possivel que houve aceitabilidade do cereal pelos
animais e isso favoreceu o maior consumo alimentar.

Além disso, a maior biodisponibilidade das proantocianinas reduz a
disponibilidade calorica dos alimentos ingeridos por complexar-se as proteinas e a
alguns carboidratos, inibindo a digestdio e a absorcdo desses componentes
alimentares (MURIU et al.,, 2002; QUEIROZ et al, 2011). Portanto, menor
disponibilidade calorica nas dietas contendo FSE, manteve o peso e reduziu o indice

de massa corporal total (IMC) dos animais dos grupos HFDS50 ¢ HFDS100. Os
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efeitos do sorgo rico em proantocianinas no crescimento e reducdo de peso foram
demonstrados previamente (AL-MAMARY et al., 2001; MURIU et al., 2002).

O consumo de dietas hiperlipidicas contribui para o acimulo de gordura em
tecidos, como o figado, coragdo, pancreas e musculo causando a lipotoxicidade e
contribuindo para o desenvolvimento de DCNT’s (LYONS; KENNEDY; ROCHE,
2016). O presente estudo demonstrou que animais que consumiram dieta
hiperlipidica apresentaram menor peso e indice somatico do ceco, enquanto que os
animais que consumiram a FSE tiveram aumento no peso e indice somatico desse
6rgdo. Por outro lado, aumentou o peso do figado de animais que consumiram dieta
hiperlipidica e reduziu nos animais que consumiram a FSE. O elevado peso do
figado de animais do grupo HFD resultou, provavelmente, do maior acimulo de
gordura encontrado nesse tecido (grau de esteatose 3). Além disso, esses animais
também apresentaram menor percentual de componentes celulares, citoplasma e
nucleos, em relagdo ao figado de animais do grupo controle eutroéfico. Em contraste,
os animais que consumiram a FSE apresentaram redu¢do do grau de esteatose para 2
refletindo na redugdo do peso e indice somatico desse 6rgdo, além de aumentar o
percentual de ntcleos e citoplasmas. Esses resultados indicam que apesar do
processo apoptodtico de células hepaticas observado em animais obesos alimentados
com dieta hiperlipidica, a FSE foi capaz de reverter a injuria hepatica causada pela
lipotoxicidade. Esses mesmos efeitos foram observados em estudo utilizando pao
branco adicionado de compostos bioativos em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica (POZZO et al., 2015). Portanto, os resultados encontrados em nosso
estudo sdo, provavelmente, em fun¢do dos compostos bioativos como taninos,
antocianinas e acidos fenolicos, além da fibra alimentar presentes no sorgo marrom
extrusado, cujas atividades de redugdo de colesterol, TAG plasmaticos e reversao da
esteatose hepatica, ja foram relatados (CRUZ et al., 2016; KIEFFER; MARTIN;
ADAMS, 2016).

O figado ¢ o principal o6rgdo para a lipogénese de novo, portanto, o aumento
na circulacdo de acidos graxos livres em virtude de uma dieta hiperlipidica, promove
a ativagdo de SREBP-1c no figado. A SREBP-1c ¢ um fator de transcrigdo, sensivel
a regulagdo nutricional e hormonal, que controla a expressdo de uma gama de
enzimas necessarias para a sintese e estoque de TAG (JEON; OSBORNE, 2012).
Neste estudo, os niveis de mRNA SREBP-1c, aumentaram significativamente com a

exposi¢do a uma dieta rica em gordura, indicando um processo lipogénico. A adi¢do
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de FSE em dietas hiperlipidicas, independentemente da quantidade, reduziu a
expressao de mRNA SREBP-1c, e isso pode estd associado com a redugdo efetiva da
esteatose hepatica nesses animais. Estes achados sugerem um papel da FSE no
controle da sintese endogena de acidos graxos, do acimulo de lipidios e da
lipotoxicidade.

Por outro lado, o PPAR- a ¢ um regulador da expressdo de genes envolvidos
nas vias de B- oxidagdo peroxisomal e mitocondrial, além de proteinas
transportadoras de acidos graxos, como a CPT-1, importante para a oxidagdo de
acidos graxos e reducdo do acimulo de TAG (MELLO; MATEROZZI; GALLI,
2016). Evidéncias cientificas demonstram que ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica tendem a desenvolver hipoadiponectinemia associada a menor
expressdo dos receptores periféricos de adiponectina (AdipoR1 e AdipoR2) e
portanto, reducdo na atividade de sensores criticos de energia como o PPAR-a e
genes alvos, como a CPT-1 (YAMAUCHI et al., 2007).

Desde que a atividade do hormdnio adiponectina ¢ importante para ativagao
de PPAR-a, observamos neste estudo que, embora os niveis séricos desse hormonio
ndo tenham diferido significativamente entre os grupos estudados, os animais que
receberam 100% da fibra alimentar proveniente da FSE apresentaram aumento na
expressao de mRNA do receptor hepatico AdipoR2, além de aumento na expressdo e
atividade de PPAR-a, porém sem alteragdes na expressdo de CPT-1. Por outro lado,
os animais que receberam 50% da fibra alimentar proveniente da FSE apresentaram
reducdo do receptor AdipoR2 e embora houve aumento da expressio de mRNA
PPAR-a, os niveis dessa proteina permaneceram inalterados. O aumento da
expressao quanto dos niveis hepaticos de PPAR-a nos animais tratados com FSE em
substituicdo de 100% da fibra alimentar da dieta, pode ser devido aos compostos
presentes no sorgo de pericarpo marrom, as 3-DXA (Luteolinidina, Apigeninidina, 7-
Methoxy-apigeninidina, 5-Methoxy-luteolinidina), que foram consumidas em maior
quantidade por esse grupo de animais. Estudos cientificos apontam que antocianinas
isoladas ou extratos ricos em antocianinas, podem se ligar diretamente ao PPAR-a e
dessa forma atuar como agonistas favorecendo tanto o aumento da expressao, quanto
a atividade desse receptor (SEYMOUR et al., 2008; TSUDA et al., 2003; YANG et
al., 2011; JIA et al., 2013).
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Os efeitos benéficos observados neste estudo apds o consumo da FSE
indicam que a extrusdo dos griaos de sorgo do gendtipo de pericarpo marrom foi
eficiente em melhorar os marcadores biométricos ¢ a esteatose hepatica em virtude
da regulacdo de fatores de transcricdo da via lipogénica. A FSE contribuiu para a
reducdo da esteatose hepdtica, a medida que inibiu a sintese de AG, reduzindo a
expressado de SREBP-1c e possivelmente, bloqueando a produg¢do de enzimas
lipogénicas (Acetil coenzima A carboxilase — ACC; écido graxo sintase — FAS;
Estearoil coenzima A dessaturase 1 — SCD1), enquanto promoveu o aumentou da [-
oxidacdo por meio da maior sensibilizacdo do receptor AdipoR2 e aumento de

PPAR-a (Figura 4).
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Figura 4. Potencial mecanismo de acdo de compostos bioativos presentes na farinha
de sorgo extrusado de pericarpo marrom na via lipogénica e lipolise de acidos graxos
no tecido hepatico de ratos Wistar obesos.

ACC: Acetil coenzima A carboxilase; AMPK: Proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato; Adipo R1/R2: Receptor de adiponectina tipo 1 e 2; CPT1: Carnitina palmitoil
transferase 1; FAS: Acido graxo sintase; PPAR-a: receptor ativado por proliferador de
peroxima a; SCD1: Estearoil coenzima A dessaturase; SREBP1: Proteina ligada ao elemento
regulador de esterol 1; FSE: farinha de sorgo extrusdo; 3-DXAs: 3-deoxiantocianinas

Conclusao

O consumo da FSE rica em compostos bioativos favoreceu o controle da
lipogénese hepatica, reduzindo o actimulo de gordura no figado de animais

alimentados com dieta hiperlipidica. Este fato contribuiu para a melhoria de medidas
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biométricas de ratos Wistar obesos. Portanto, a FSE pode ser considerada um

alimento com potencial funcional na prevencdo da obesidade e esteatose hepatica.
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5.2 ARTIGO 2: Farinha de sorgo (Sorghum bicolor L.) extrusado melhora a
microbiota intestinal, reduz a inflamacio e o estresse oxidativo em ratos obesos
alimentados com dieta hiperlipidica

Resumo

Esse estudo teve como objetivo investigar o efeito do consumo da farinha de sorgo
extrusado (FSE) adicionada em uma dieta hiperlipidica na modulagdo da microbiota
intestinal, da inflamacdo e do estresse oxidativo de ratos Wistar obesos. Ratos
machos Wistar foram divididos em quatro grupos e alimentados com dieta de
manutengdo de peso (AIN-93M), dieta hiperlipidica (HFD), HFD acrescida de FSE
substituindo 50% da fibra alimentar ¢ 100% de amido de milho da dieta (HFDS50) e
HFD acrescida de FSE substituindo 100% da fibra alimentar e 100% de amido de
milho da dieta (HFDS100) por oito semanas. Os resultados mostraram que a FSE
melhorou a composi¢cdo da microbiota intestinal e reduziu a inflamagao por aumentar
a propor¢do do filo Bacteroidetes em razdo do filo Firmicutes, e ainda reduzir as
concentragdes do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-«B) e da resistina. A FSE
restaurou a capacidade antioxidante total do plasma por reduzir a peroxidacdo de
lipidios e espécies reativas e aumentar a expressao da enzima antioxidante SOD e da
proteina de choque térmico HSP72. Conclui-se que a FSE proporcionou melhoria da
disbiose intestinal, da inflamagcdo e do estresse oxidativo em ratos obesos

alimentados com dieta hiperlipidica.

Palavras-chaves: Microbiota intestinal, Dieta hiperlipidica, Sorgo, Inflamacao,

Estresse oxidativo.

Introduciao

A obesidade alcanca propor¢des epidémicas em todo o mundo e ¢
considerada um importante marcador para varias doengas cronicas ndo transmissiveis
(KAUR et al., 2014). Sao multiplos os fatores envolvidos na génese da obesidade,
dentre eles destaca-se o sedentarismo associado a uma dieta hipercalorica, rica em
gorduras saturadas e pobre em fibras alimentares (CALDER et al., 2011). Além
disso, ¢ crescente o numero de evidéncias que demonstram o papel das dietas,
especialmente relacionadas ao consumo de gorduras saturadas, afetando de maneira
significativa a composi¢cdo da microbiota intestinal, e esta por sua vez, no

desenvolvimento de desordens metabolicas (LAM et al., 2015; ZHOU et al., 2017).
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Mudangas na ecologia intestinal, especialmente relacionadas ao consumo de
gorduras saturadas, podem afetar as propriedades inflamatorias e metabodlicas da
microbiota intestinal e, portanto, alterar a fisiologia do hospedeiro (CAESAR et al.,
2015). Estudos demonstraram que aumento no numero de bactérias pertencentes ao
filo Firmicutes em razdo do filo Bacteriodetes geralmente ¢ uma caracteristica de
individuos obesos (ISMAIL et al., 2011; CHAKRABORTI, 2015) e que, ratos livres
de germes parecem estar protegidos da obesidade e da inflamag¢ado do tecido adiposo
(BACKHED et al., 2007, CAESAR et al, 2012). Com isso, sugere-se que
componentes microbianos possam aumentar a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, alterando a expressdao de genes do hospedeiro e, portanto, induzir
estado patogénico capaz de facilitar o desenvolvimento de doengas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT’s) (KIM et al., 2012).

Considerando o elevado risco para as DCNT’s, em especial a obesidade,
estratégias nutricionais eficientes t€ém sido investigadas para o tratamento dessas
desordens. Alimentos ricos em compostos bioativos estdo sendo amplamente
estudados, em virtude desses compostos serem benéficos a saude, e cuja atividade
bioldgica ja foi comprovada (KIM et al., 2015; CHUNG et al., 2011; HAN et al.,
2015). Estudos demonstram que os compostos bioativos e seus beneficios funcionais
estdo associados a sua atuagdo direta por meio da absor¢do (e de seus metabolitos) e
indireta mediada por compostos ndo absorvidos que modificam a microbiota
coldnica e, consequentemente, todo o metabolismo com agdes antioxidantes, anti-
inflamatoria, anticancer e cardioprotetora (SHARMA et al., 2007; FLOEGEL et al.,
2010; FERNANDES et al., 2014).

Nesse contexto, o sorgo (Sorghum bicolor L.) é uma excelente fonte de
compostos bioativos, especialmente as 3-deoxiantocianinas (3-DXAs), taninos e
acido fendlicos, além das fibras alimentares, alguns minerais, lipidios insaturados,
vitaminas lipossoluveis e do complexo B que garantem uma boa qualidade
nutricional e uma potente acdo funcional (CARDOSO et al., 2015). Alguns estudos
in vitro ¢ in vivo vem demonstrado os beneficios que o sorgo e os seus compostos
isolados possuem na microbiota intestinal como também, em varidveis associadas a
desordens metabolicas ndo transmissiveis (BURDETTE, et al., 2010, MORAES et
al., 2012; RITCHIE et al., 2015). No entanto, no intuito de viabilizar o consumo do
sorgo por humanos e animais, alguns processamentos, como a extrusdo de cereais,

acabam influenciando na qualidade nutricional do mesmo, promovendo a perda de
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compostos bioativos e outros nutrientes importantes (CARDOSO et al., 2015).
Portanto, embora os efeitos benéficos a saude associados ao consumo dos compostos
bioativos provenientes do sorgo estejam sendo elucidados, estudos ainda sdo
necessarios para determinar os efeitos preventivos e terapéuticos do grao de sorgo na
forma extrusada. Diante disso, o objetivo do presente estudo, foi avaliar os efeitos de
uma farinha de sorgo de pericarpo marrom extrusado (FSE) na modulagdo da
microbiota intestinal, no perfil inflamatorio e no estresse oxidativo de animais obesos

alimentados com dieta hiperlipidica.

Materiais e Métodos
Farinha de sorgo extrusado

O genodtipo de sorgo selecionado foi o SC 319, originario da Uganda de
pericarpo marrom, que possui um alto contetido de fibra alimentar e compostos
bioativos, como proantocianinas (taninos) e 3-DXAs (CARDOSO et al., 2015). As
sementes do gendtipo de sorgo SC 319 foram plantadas na estacdo de pesquisa
Embrapa Milho e Sorgo, localizada em Nova Porteirinha, MG, em uma latitude de
15°47'S, longitude 43°18'O e 516 m acima do nivel do mar, em junho de 2011.
Posteriormente, os graos foram encaminhados para o Laboratorio de Cereais
(EMBRAPA Agroindtstria de Alimentos, Rio de Janeiro, RJ) e submetidos a
extrusdo, segundo procedimento descrito por Vargas-Solorzano et al. (2014). Os
graos extrusados foram moidos em farinha e, em seguida, embalados em sacos de
polietileno e armazenados a - 20 + 1°C.

Os dados de composi¢do quimica da farinha de sorgo extrusado (FSE),
incluindo carboidratos, proteinas, lipidios, fibra alimentar e compostos bioativos,
foram determinados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (CARDOSO et al.,

2015a) e esses dados foram utilizados para a elaboragdo das dietas experimentais.
Animais e Dietas experimentais

Ratos machos Wistar (Rattus novergicus) (60 dias de idade; n = 32) foram
alocados em gaiolas individuais de ago inoxidavel, mantidos a uma temperatura
controlada de 22° C + 3° C, com ciclo claro-escuro de 12 horas e acesso a agua ad
libitum.

Inicialmente, os grupos de animais receberam as seguintes dietas: Dieta

hiperlipidica (HFD) (n = 24) como controle obeso, baseada na composicdo da dieta
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comercial D12079B (Research Diets®) para indug¢ao da obesidade e dieta AIN-93M
(REEVES et al., 1993) (n = 8) como controle eutréfico durante 49 dias,
correspondendo a fase I do estudo. Ao final dessa fase, os ratos ficaram em jejum
durante 12 h para a coleta de amostras de sangue por puncdo caudal. Medidas
biométricas e analises bioquimicas foram realizadas para confirmacao da indugao de
obesidade nos animais do grupo HFD (dados ndo apresentados). Na fase II, o grupo
AIN-93M foi mantido e os animais do grupo HFD obesos foram redistribuidos em
trés grupos segundo o peso corpédreo (303,8 g + 1,4; n = 8/ grupo). As farinhas de
graos de sorgo do gendtipo SC 319 extrusados foram adicionadas as dietas de dois
desses grupos em quantidades suficientes para fornecer 50% (HFDS 50) e 100%
(HFDS 100) da fibra alimentar recomendada (5g), que substituiu 100% de amido de
milho das dietas (Tabela 1). Os demais ingredientes da dieta (caseina, maltodextrina,
sacarose ¢ Oleo de soja) foram ajustados para fornecer dietas hiperlipidicas
isocaloricas com ou sem adi¢gdo de FSE. O peso e o consumo alimentar foram
monitorados semanalmente durante 56 dias.

Ao final da fase II de experimentacdo, apos jejum de 12 horas, os 32 animais
foram anestesiados com isoflurano 100% (Isoforine, Cristalia®) e eutanasiados por
exsanguinacdo por punc¢do cardiaca. O sangue foi coletado em tubos apropriados,
16x100 mm (BD Vacutainer®) e centrifugados sob refrigeracdo por 10 minutos a
1006 x g, para obtencdo de soro e plasma. O figado dos animais foi retirado, pesado
e imediatamente imersos em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a - 80°
C. As fezes excretadas no dia anterior a eutanasia, foram coletadas e armazenadas a -
80° C para extragdo do DNA fecal e andlises microbiologicas pelo método de reacao
em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) e também, para quantificagdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC).

Todos os procedimentos experimentais deste estudo estdo de acordo com o
protocolo (N° 06/2014; data de aprovagdo: 25 de fevereiro/ 2015) aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa,

Minas Gerais.
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Ingredientes AIN-93M* HFD® HFDS50° HFDS100"
Caseina 14 19,50 17,67 15,84
Maltodextrina 15,50 10 3,10 0
Amido de milho 46,57 5,32 0 0
Sacarose 10 34,10 34,10 25,04
Oleo de soja 4 1 0,66 0,32
Banha de porco 0 20 20 20
Celulose 5 5 2,5 0
Mix vitaminico 1 1 1 1
Mix mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Colesterol 0 0,15 0,15 0,15
BHT 0,0008 0,0004 0,0004 0,0004
Farinha de sorgo extrusado nd nd 16,86 33,72
3- DXAS total (ng) nd nd 16,92 33,85
Luteolinidina (png) nd nd 4,45 8,90
Apigeninidina (ug) nd nd 2,39 4,78
5-Metoxi-luteolinidina (pg) nd nd 6,82 13,65
7-Metoxi-apigeninidina (ug) nd nd 3,27 6,54
Proantocianidinas totais (mg EC)* nd nd 8,20 16,41
Compostos Fenolicos totais (mg AG)** nd nd 0,08 0,16
Calorias (kcal):
Carboidrato (%) 72,58 42,42 41,09 39,82
Proteina (%) 17,96 16,74 17,12 17,58
Lipidio (%) 9,47 40,85 41,79 42,61
Densidade calérica (kcal/g) 3,80 4,66 4,56 4,44

Adieta padrio para roedores; °: dieta hiperlipidica; ©: dieta hiperlipidica com substituigdo em 50% de
celulose ¢ 100% do amido de milho por farinha de sorgo extrusado; : dieta hiperlipidica com
substituicdo em 100% de celulose e amido de milho por farinha de sorgo extrusado;*: equivalente de
catequina; **: equivalente de acido galico.

nd: Nao determinado

Preparaciao do DNA e analise da microbiota intestinal

O DNA microbiano foi extraido de amostras fecais de ratos utilizando o mini
kit QIAamp DNA stool (Qiagen, Valencia, CA, USA) seguindo as instrugdes do
fabricante. A composi¢do da microbiota intestinal foi avaliada por meio da reagdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR; CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System; Bio-Rad, Berkeley, California). Todas as andlises foram
realizadas em duplicata utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Promega)
contendo em cada pogo 2 uL. de amostra ou padrio, oligonucleotideos senso e anti-
senso (Tabela 3) a concentragdes de 300 nM e dgua livre de nucleases para um total
de 25 pL. As condigdes térmicas do ciclo de PCR utilizadas foram as seguintes: uma
desnaturacdo inicial do DNA a 95° C durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de

desnaturag¢do a 95° C durante 10 segundos, anelamento do oligonucleotideo a 60° C
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durante 20 segundos e extensdo a 72° C durante 15 segundos (CASTILLO et al.,
2006).

As curvas padrao foram construidas para cada experimento utilizando cinco
dilui¢des sequenciais de DNA gendmico bacteriano de culturas puras (Tabela 3)
variando de 20 ng a 0,032 ng. A abundancia dos filos de bactérias de cada amostra
fecal foram calculadas segundo o método de quantificacdo relativa descrito por
Stevenson e Weimer (2007). As diferentes cepas utilizadas foram obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC) (Bacteroides ovatus ATCC 8483;
Escherichia coli ATCC 11775) e da Colecao de Culturas Tropical (Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20 CCT 3744).

Tabela 2. Sequéncia de oligonucleotideos especificos para o qPCR

Grupo Primers (S e A) DNA genormico Referéncias
padrio

Bactérias totais S- GCAGGCCTAACACATGCAAGTC Escherichia coli. Castillo et.
A- CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT al., 2006

Bacteriodetes S- CATGTGGTTTAATTCGATGAT Bacteroides vulgatus Guo et. al.,
A- AGCTGACGACAACCATGCAG 2008

Firmicutes S-ATGTGGTTTAATTCGAAGCA Lactobacillus Guo et. al.,
A-AGCTGACGACAACCATGCAC delbrueckii 2008

Proteobacteria  S- CATGACGTTACCCGCAGAAGAAG  Escherichia coli. Friswell et.
A- CTCTACGAGACTCAAGCTTGC al., 2010

S: Senso; A: Antisenso. Todos os oligonucleotideos foram obtidos da Alpha DNA e Diagnosticos
Moleculares LTDA.

Determinacio dos Acidos Graxos de Cadeia Curta

As amostras de fezes (300 mg: 2,5 mL de 4dgua destilada) foram centrifugadas
(12 000 x g, 10 minutos) e os sobrenadantes isentos de células foram tratados como
descrito por Siegfried et al. (1984). As concentracdes de acidos organicos (acético,
propionico e n-butirico) em amostras fecais foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) em um Dionex Ultimate 3000 HPLC (Dionex
Corporation, Sunnyvale, CA, EUA) acoplado a um indice de refracdo (RI) Shodex
RI-101 mantido a 40° C utilizando uma coluna de permuta idnica Phenomenex
Rezex-ROA Organic Acid, 300 mm x 4,6 mm mantida a 45° C. A fase movel foi
preparada com 5 mM de 4cido sulftrico (H2SOs) e o fluxo foi de 0,7 mL / minuto.
Os seguintes acidos organicos foram utilizados para a calibragdo da curva padrdo:
acido acético, succinico, formico, propidnico, valérico, isovalérico, isobutirico,

butirico e &cido latico. Todos os acidos foram preparados com uma concentragdo



86

final de 10 mmol / L, exceto acido isovalérico (5 mmol / L) e acido acético (20 mmol

/L).
Citocina

As concentragoes séricas de resistina (Resistin Cat. # SEA847 RA, USCN,
USA) foram mensuradas utilizando kit comercial ELISA seguindo as instrugdes do
fabricante. As amostras foram adicionadas a placa de microtitula¢do revestida com o
anticorpo primario monoclonal Anti-resistina, a qual foi incubada por 2 horas.
Acrescentou em seguida o anticorpo conjugado a biotina, a enzima Horseradish
Peroxidase (HRP)-Avidina incubando por 1 hora. A reagdo enzima-substrato
terminou com a adi¢do de solu¢ao de acido sulfurico e a alteracdo da cor foi
determinada espectrofotometricamente (Awareness®, Stat Fax 2100) a um
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram determinados por comparagdo

da absorbancia das amostras com a curva padrao.

Analise da Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real

(qRT-PCR) no figado

O RNA total de amostras de figado foi extraido utilizando reagente Trizol
disponivel comercialmente (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). O
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando um Kit de transcrigdo reversa
M-MLV (Invitrogen Brasil Ltda.) de acordo com as instru¢des do fabricante. As
sequéncias dos primers estdo apresentadas na Tabela 2. Os niveis de cada mRNA
foram determinados com o sistema de deteccdo StepOne Plus real-time PCR
utilizando SYBR green Fast PCR master mix da Applied Biosystems (Foster City,
CA). As condigdes da PCR foram desnaturagdo a 95° C por 20 segundos, 40 ciclos
de 95° C por 3 segundos e 60° C por 30 segundos, seguidos da curva padrdo de
dissociacdo. A expressdo génica foi calculada como 2-AACt utilizando gliceraldeido
3-fosfato deidrogenase (GAPDH) como referéncia e foi expressa em relagdo ao

grupo controle obeso e normalizado para o valor de 1.
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Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para RT-qPCR

Gene Senso (5°-3°) Antisenso (5°- 3’)
NF-xB CTG CGC GCT GAC GGC TCG TCG TCT GCC ATG TTG AA
HSP72 AGG CCA ACAAGATCACCATC TAG GACTCG AGC GCATTCTT
ZnSOD GAG CAG AAG GCA AGC GGT GAA CCA CAT TGC CCA GGT CTC
GAPDH AGG TTG TCT CCT GTC ACT TC CTG TTG CTG TAG CCA TAT TC

Todos os oligonucleotideos foram desenhados no programa Primer 3 Plus e obtidos da Sigma-Aldrich
Brasil Ltda.

Western Blotting

O tecido hepatico foi homogeneizado utilizando o Kit NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific Fisher) para separacdo das
proteinas da fra¢do nuclear e citoplasmatica, de acordo com as instrugdes do
fabricante. As quantidades conhecidas (15 pg) de proteina das amostras (fragdo
nuclear e citoplasmatica) e 5 pL. do padrdo de referéncia (Broad Range Markers —
Santa Cruz Biotechnology) foram separadas por eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida (PAGE) e eletrotransferidas para membrana de Fluoreto
Polivinidileno (PVDF) (BioRad®). As membranas foram bloqueadas com solucao de
bloqueio a 5% (Blotting-grade blocker, BioRad) e foram incubadas sob agita¢do
overnight com o anticorpo primario monoclonal anti-NF-kB-p65 (65 kDa) (ab13594;
Abcam, Cambridge, Reino Unido). As membranas, apds sucessivas lavagens, foram
incubadas com o anticorpo secundério conjugado a horseradish peroxidase (HRP)
(A-9044, Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) por 2 h a 4° C. As bandas foram detectadas

com tetracloridrato de 3,3-diaminobenzidina.

Marcadores do estresse oxidativo, atividade das enzimas antioxidantes e

capacidade antioxidante total

O estresse oxidativo em nivel hepatico foi determinado em homogeneizado
de figado por meio das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
concentragdes de 6xido nitrico (ON) (BUEGE; AUST, 1978; GREEN et al, 1982). A
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase e
glutationa-s transferase (GST) foi determinada em tecido hepatico segundo métodos

descritos por Marklund (1985), Aebi (1984) e Habig (1974), respectivamente. As
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concentragdes de proteinas nos homogeneizados de figado foram quantificadas
segundo o método de Bradford (1976). A capacidade antioxidante total do plasma
(CAT) foi avaliada por meio de método de imunoensaio enzimatico, utilizando kit
especifico da Sigma Aldrich® (St. Louis, MO, USA), segundo as instru¢des do

fabricante.
Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
que ndo apresentaram distribuicdo normal foram transformados em Logl0 antes das
andlises estatisticas paramétricas. Os dados foram expressos em médias + desvio
padrdo (DP). Andlise de variancia One-way (ANOVA) foi utilizada para analisar
variaveis continuas e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste post-
hoc Tukey, a um nivel de significincia de 5%. Correlagdo entre varidveis foi
mensurada pela analise de regressao de Pearson, com intervalo de confianga de 95%.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa Statical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 20.0 e os graficos foram feitos com o

auxilio do programa Graphpad Prism versao 6.0.

Resultados

Efeitos da farinha de sorgo extrusado sobre a microbiota intestinal e acidos

graxos de cadeia curta

O filo Firmicutes foi mais abundante no grupo controle obeso (49% =+ 10)
quando comparado ao grupo controle eutrofico (24% + 9) (p < 0,05). O consumo de
FSE reduziu o percentual do filo Firmicutes na microbiota dos animais pertencentes
aos grupos HFDS50 (20% + 10) e HFDS100 (18% + 9) (p < 0,05; Fig. 1A).

A proporcao do filo Bacteroidetes nao foi diferente entre os grupos controle
obeso (24% = 7) e controle eutrofico (22% + 6). Em contrapartida, a ocorréncia do
filo Bacteroidetes nos grupos de animais que consumiram a FSE foi superior a
ambos os grupos controles (p < 0,0001; Fig. 1B). Nao houve diferenca na ocorréncia
de Proteobacterias (p > 0,05; Fig. 1C) e nos niveis de acidos graxos de cadeia curta

(AGCC) entre os grupos estudados (p > 0,05; Fig. 1D).
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Figura 1: Percentual de filos bacterianos (A, B, C) e concentracio de acidos
graxos de cadeia curta (D) de ratos Wistar obesos alimentados com farinha de

sorgo extrusado adicionado em dieta hiperlipidica por 8 semanas.

*Médias seguidas da mesma letra em um tnico grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc Tukey
a 5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle eutr6fico; HFD: grupo controle obeso; HFDS50: grupo teste com farinha de
sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica;
HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose e 100% de
amido de milho em uma dieta hiperlipidica.

Efeitos da farinha de sorgo extrusado na modulacio da via de sinalizacdo do

NF-kB e nos niveis séricos de resistina

O fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB), cuja ativag¢do elicita a
expressdo e atividade de mediadores pro-inflamatdrios, teve sua expressdo
aumentada no grupo controle obeso em relagdo ao grupo controle eutrofico (p < 0,05;
Fig. 2A). O consumo de farinha de sorgo extrusado nos grupos obesos HFDS50 e
HFDS100 promoveu reducao da expressio de NF-kB para 0,08 e 0,12 vezes,
respectivamente (p < 0,05), e isto foi confirmado pela detec¢do desta proteina no
figado (Fig. 2B).

Os niveis séricos de resistina foram maiores no grupo controle obeso (56,5 +
18,08) em relagdo ao grupo controle eutrofico (36,68 + 8,64) (p < 0,05). O
tratamento com a FSE (HFDS50 e HFDS100), reduziu estes niveis (38,67 + 11,91;
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35,74 £ 6,60, respectivamente), tornando-se semelhantes ao grupo controle AIN-
93M (p < 0,05; Fig. 2C).

Uma correlagdo significante foi encontrada entre o percentual de Firmicutes e
os niveis de resistina (» = 0,69; p < 0,01) (Fig. 2D) e com a expressdo de NF-kB (r =
0,62; p=0,014) (Fig. 2E).
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Figura 2: Expressio génica e protéica de NF-kB (A, B), niveis da proteina
resistina (C) e correlacoes desses marcadores inflamatérios com a abundancia
do filo Firmicutes (D, E) de ratos Wistar obesos alimentados com farinha de

sorgo extrusado adicionado em dieta hiperlipidica por 8 semanas.
*Médias seguidas da mesma letra em um unico grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc
Tukey a 5% de probabilidade.
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AIN-93M: grupo controle eutréfico; HFD: grupo controle obeso; HFDSS50: grupo teste com farinha
de sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta
hiperlipidica; HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose
e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica.

Efeitos da farinha de sorgo extrusado sobre os marcadores do estresse

oxidativo:

O desequilibrio entre a producdo e eliminacdo de radicais livres como
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, promovem a oxidacdo de biomoléculas
com a consequente perda de fungdo biologica. Para avaliar a presenga de produtos
provenientes da peroxidagdo de lipidios foram determinados os niveis de
malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (ON) no figado. Os ratos Wistar obesos do
grupo HFD apresentaram maiores niveis de MDA e ON quando comparados ao
grupo controle eutréfico (p < 0,0001; Fig. 3A e 3B). O consumo de FSE reverteu os
efeitos da dieta HFD reduzindo os niveis dos marcadores de peroxidacdo lipidica
MDA e ON nos grupos HFDS50 e HFDS100, equiparando-os ao grupo controle
eutrofico (p < 0,05).
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Figura 3: Marcadores de estresse oxidativo (A, B) de ratos Wistar obesos
alimentados com farinha de sorgo extrusado adicionado em dieta hiperlipidica
por 8 semanas.

*Médias seguidas da mesma letra em um tnico grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc Tukey
a 5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle eutrofico; HFD: grupo controle obeso; HFDS50: grupo teste com farinha de
sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica;
HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose e 100% de
amido de milho em uma dieta hiperlipidica; MDA: Malondialdeido; ON: Oxido Nitrico.

Efeitos da farinha de sorgo extrusado na atividade antioxidante

A expressdo da enzima antioxidante Zn-SOD no grupo controle obeso nao

diferiu do grupo controle eutrofico (AIN-93-M). Porém, o consumo de FSE
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proporcionou aumento na expressao de Zn-SOD em 13,59 e 5,61 vezes nos grupos
HFDS50 e HFDS100, respectivamente, em relacdo ao grupo controle obeso (p <
0,05; Fig 4A). No entanto, as enzimas SOD e Catalase apresentaram maior atividade
hepatica nos animais do grupo HFD, enquanto que o consumo de FSE promoveu
redu¢do na atividade dessas enzimas tanto no grupo HFDS50 quanto no HFDS100,
equiparando-os ao grupo controle eutrofico (Fig. 4B e 4C). A atividade da GS-T ndo
diferiu significativamente entre os grupos (Fig. 4D).

A expressao de HSP72 no figado, uma proteina de choque térmico com agao
anti-inflamatoria, que atua no reparo ou degradagdo de proteinas, reduziu no grupo
controle obeso em comparacdo com o grupo controle eutréfico (p < 0,05). O
consumo de FSE aumentou a expressdo de HSP72 para 1,19 vezes e 12,19 vezes nos
grupos HFDS50 e HFDS100, respectivamente, no entanto, o aumento foi significante
apenas em HFDS100 (p < 0,05) (Fig. 4E).

A capacidade antioxidante total (CAT) no plasma dos animais obesos foi
menor comparado aos animais do grupo AIN-93M (p < 0,05), porém, o consumo de
FSE, por ambos os grupos, HFDS50 ¢ HFDS100 aumentou a CAT (p < 0,05; Fig.
4F).
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Figura 4: Expressido génica de antioxidantes endégenos (A, E), atividade de
enzimas antioxidantes (B, C, D) e capacidade antioxidante total (F) de ratos
Wistar obesos alimentados com farinha de sorgo extrusado adicionado em dieta

hiperlipidica por 8 semanas.

*Médias seguidas da mesma letra em um tnico grafico ndo diferem entre si pelo teste post-hoc Tukey
a 5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle eutrofico; HFD: grupo controle obeso; HFDS50: grupo teste com farinha de
sorgo extrusado substituindo 50% de celulose e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica;
HFDS100: grupo teste com farinha de sorgo extrusado substituindo 100% de celulose e 100% de
amido de milho em uma dieta hiperlipidica; SOD: Superoxido Dismutase; GST: Glutationa S-
Transferase; HSP72: proteina de choque térmico 72; CAT: Capacidade antioxidante total
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Discussao

O sorgo extrusado de pericarpo marrom ¢ um cereal rico em fibras
alimentares e uma excelente fonte de compostos bioativos como, as 3-
deoxiantocianinas, taninos e acidos fendlicos (CARDOSO et al., 2015). Diante disso,
a proposta deste estudo foi investigar o impacto da farinha deste sorgo (genotipo SC
319) extrusado na modula¢do da microbiota intestinal, na inflamagdo e no estresse
oxidativo de ratos Wistar obesos alimentados com uma dieta hiperlipidica.

As populagdes microbianas intestinais agrupadas por filos, que foram
analisadas neste estudo, demonstraram um aumento na razdo de Bacteroidetes para
Firmicutes nos animais obesos alimentados com a farinha de sorgo extrusado (FSE).
Embora ndo haja consenso na literatura acerca do perfil de filos, géneros e espécies
de bactérias na microbiota de individuos obesos e eutroficos, a disbiose intestinal na
obesidade tem sido amplamente correlacionada com o aumento do filo Firmicutes
em razdao de Bacteroidetes e além disso, essa razdo associa-se a consideraveis
disturbios metabodlicos (LEY et al., 2006; HILDEBRANDT et al., 2009; ISMAIL et
al., 2011). Por outro lado, a maior razdo de Bacteroidetes para Firmicutes ¢ apontada
por regular o balanco energético e reduzir a adiposidade (BERVOETS et al., 2013;
WOTING et al., 2014). Estes achados, portanto, sugerem o papel da FSE na
modulacdo da composicao e atividade metabolica da microbiota do intestino, que por
sua vez pode afetar positivamente a satde.

Os resultados de pesquisas demonstram que fibras alimentares sdo capazes de
induzir o equilibrio microbiano e contribuir para a manutencdo da satde intestinal
(GIBSON et al., 2004). Além das fibras, outros componentes alimentares, tais como
os polifendis, também contribuem para o equilibrio intestinal por promover o
crescimento de bactérias benéficas e inibir bactérias patogénicas (CARDONA, et al.,
2013; CLEMENTE, et al., 2012; SHEN et al., 2014). A maior parte de polifenois,
como taninos, antocianinas e acidos fendlicos presentes na FSE, em virtude da
auséncia de enzimas digestivas que os degradem, passam inalterados para o intestino
grosso onde sdo catabolizados pela microbiota do cdlon, afetando a composi¢do, a
diversidade e os produtos metabolicos das bactérias como, os AGCC (SELMA, et al.,
2009; HOLE, et al., 2012; RITCHIE et al., 2015). Embora nao tenha sido observado,
neste estudo, diferencas nas concentragdes de AGCC nas fezes, vale ressaltar que a

absorcdo desses metabolitos no ceco e cdlon é um processo muito eficiente, sendo
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que apenas 5 a 10% (19 — 50 mmoL) sdo excretados nas fezes e o restante utilizado
pelos colondcitos, tecido hepatico e muscular (ROEDIGER; MOORE, 1981). Outros
estudos que avaliaram a produ¢do de AGCC em material cecal encontraram maior
producdo desses metabodlitos apds o consumo de fibra alimentar, taninos e outros
compostos fendlicos (FREJINAGEL; JUSKIEWICZ, 2011; FOTSCHK et al., 2015;
GOVERSE et al., 2017).

Neste estudo, os animais do grupo obeso, apresentaram aumento dos
marcadores inflamatoérios, NF-kB e resistina, ¢ ambos foram positivamente
associados com o filo Firmicutes. Esses resultados eram esperados uma vez que, o
aumento de Firmicutes associa-se a disbiose intestinal em obesos e esta, por sua vez,
com o aumento da permeabilidade intestinal (KIM, K. et al., 2012). O aumento no
influxo de endotoxinas (lipopolissacarideos, flagelinas, peptidoglicanos), em virtude
da maior permeabilidade intestinal, favorece a ativagdo da via de sinalizagdo
inflamatoria do fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB), o qual induz a
expressao e a secre¢do de diversas citocinas inflamatdrias, tais como fator de necrose
tumoral (TNF-a), resistina, interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-8), 6xido nitrico sintase
indutivel (iNOS) e outros, responsaveis por aumento do estado inflamatdrio e
estresse oxidativo (CAESAR et al., 2015; SAAD; SANTOS; PRADA, 2016).

Por outro lado, os animais obesos que consumiram a FSE apresentaram
redu¢do da expressdo e niveis protéicos de NF-kB, bem como menores niveis séricos
de resistina. Esses resultados podem ser atribuidos aos efeitos dos compostos
fendlicos encontrados na FSE, em especial, as antocianinas, capazes de inibir a
ativacdo de NF-kB e consequentemente a producdo e liberagdo de citocinas
inflamatorias e moléculas oxidantes, como j& demonstrado anteriormente
(RAHMAN et al., 2006, BURDETT et al., 2010; ZHANG et al., 2010;
DOMITROVIC, 2011).

As moléculas oxidantes ou espécies reativas de oxigénios (ERO), causam
danos ao DNA, oxidacdo de proteinas, peroxidagdo de lipidios, necrose e apoptose
celular (STAMLER et al., 1997). Os animais obesos que consumiram a FSE
apresentaram menores concentragdes hepaticas de ERO’s como o 6xido nitrico (ON)
e de produtos da peroxidacdo de lipidios, como o malondialdeido, quando
comparados aos animais do grupo controle obeso. Estudos anteriores demonstram a
associacdo entre compostos fendlicos do sorgo e capacidade antioxidante, sugerindo

que esse efeito se deve a presenca de acidos fenolicos capazes de inibir a via de
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ativagdo do NF-kB e consequentemente, a producao de iNOS e ON, como dito
anteriormente (KIM, E. et al., 2012; LOPEZ et al., 2016). Embora o procedimento de
extrusdo promova uma variagdo na composi¢do de compostos fenolicos, com
significativa reducdo de flavona, flavanonas e 3-DXAs no sorgo de pericarpo
marrom investigado neste estudo, ja foi demonstrado que a extrusdo ndo afeta a
capacidade antioxidante desse gendtipo (CARDOSO et al., 2015a; LOPEZ et al.,
2016). O processamento por extrusdo parece aumentar a retengdo de
proantocianidinas de baixo peso molecular (mondémeros e dimeros), favorecendo a
maior biodisponibilidade desses compostos e, portanto, maior eficidcia contra o
estresse oxidativo (CARDOSO et al., 2015a).

O consumo de compostos fendlicos pelos animais que consumiram a FSE
refletiu na maior capacidade antioxidante total (CAT) no plama, bem como,
apresentaram maior expressdao génica da enzima SOD (antioxidante enddgeno) e da
proteina de choque térmico HSP72 (no grupo HFDS100), chaperona celular que atua
no reparo ou degradag¢do de proteinas prejudicadas (KIANG; TSOKOS, 1998). No
entanto, as atividades de enzimas antioxidantes hepaticas reduziram (SOD) ou ndo
foram diferentes (Catalase e GS-T) nos animais que consumiram FSE comparados
aos animais do grupo controle obeso. Desde que os polifendlicos do sorgo sdo
capazes de eliminar ERO’s por promover aumento das enzimas antioxidantes
endogenas ou por atuarem diretamente na detoxificagdo de radicais oxidantes
(KHAN et al., 2015; AJIBOYE et al., 2016; LOPEZ et al., 2016), sugere-se que, no
nosso estudo, houve uma importante contribui¢do dos antioxidantes ndo enzimaticos
presentes na FSE, que juntamente com a fibra alimentar funcionaram diretamente
como scavengers de radicais, promovendo o reequilibrio redox celular de animais
obesos.

Os efeitos benéficos observados neste estudo apds o consumo da FSE
indicam que a extrusdo dos graos de sorgo do gendtipo de pericarpo marrom foi
eficiente em melhorar a disbiose intestinal, o perfil inflamatério e o estado
antioxidante associados com a obesidade. No entanto, em virtude da complexidade
da microbiota intestinal, esse estudo aponta a necessidade de outros ensaios
avaliarem as alteracdes na comunidade microbiana apds o consumo de FSE, em um
espectro mais amplo, a nivel de géneros e espécies de bactérias e associd-las com

outros parametros relacionados a obesidade.
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Conclusao

O consumo da FSE melhorou a disbiose intestinal por aumentar a razao
Bacteroidetes/Firmicutes em animais alimentados com dieta hiperlipidica. Isso foi
acompanhado por reducdo de marcadores inflamatorios como o fator de transcri¢@o
NF-kB e da proteina resistina. Além disso, a FSE reduziu o estresse oxidativo por
inibir a producdo de espécies reativas e contribuir para uma maior capacidade
antioxidante total. Portanto, esse estudo indica o potencial efeito protetor dos
compostos bioativos presentes na FSE obtida do genétipo de sorgo extrusado de
pericarpo marrom, para melhorar a disbiose intestinal, o perfil inflamatorio e o

estado antioxidante na obesidade (Figura 5).
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Figura 5. Atuacdo das gorduras saturadas e dos compostos bioativos da FSE na
modulagdo da microbiota intestinal, da inflamag¢ao e do estresse oxidativo.

LPS: lipopolissacarideos; TLR4: receptor tipo toll 4; NF-kB: Fator de transcri¢do nuclear
kappa B; iNOS: oxido nitrico sintase indutivel; VCAM: molécula de adesdo vascular; MCP-
1: proteina atrativa de mondcitos; IL-6: Interleucina 6; TNF-a: fator de necrose tumoral o;
ERQO’s: espécies reativas de oxigénio; FSE: farinha de sorgo extrusado; 3-DXAs: 3-
deoxiantocianinas

=== Efeito da farinha de sorgo extrusado

=== Efeito da dieta hiperlipidica



98

Referéncias

AEBI, H. Catalase in vitro. In: Methods in Enzymology. [s.l: s.n.]. v. 105, p. 121-
126, 1984.

AJIBOYE, T. O.; et al. A fermented sorghum/millet-based beverage, Obiolor,
extenuates high-fat diet-induced dyslipidaemia and redox imbalance in the livers of
rats. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 96, n. 3, p. 791-797, 2016.

BACKHED, F.; et al. Mechanisms underlying the resistance to diet-induced obesity
in germ-free mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of USA, v.
104, n. 3, p. 979-984, 2007.

BERVOETS, L.; et al. Differences in gut microbiota composition between obese and
lean children: a cross-sectional study. Gut Pathogens, v. 5, n. 1, p. 10, 2013.

BRADFORD, J. M. A rapid and sensitive method for quantification of microgram
quantities of protein utiliing the principle of protein-dye binding. Analitical
Biochemistry, v.72, n. 1-2, p. 248, 1976.

BUEGE, J. A.; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidation. Methods in
Enzymology, v. 52, p. 302-310, 1978.

BURDETTE, A.; et al. Anti-inflammatory activity of select sorghum (Sorghum
bicolor) brans. Journal of Medicinal Food, v. 13, n. 4, p. 879-887, 2010.

CAESAR, R.; et al. Crosstalk between Gut Microbiota and Dietary Lipids
Aggravates WAT Inflammation through TLR Signaling. Cell Metabolism, v. 22, n.
4, p. 658668, 2015.

CAESAR, R.; et al. Gut-derived lipopolysaccharide augments adipose macrophage
accumulation but is not essential for impaired glucose or insulin tolerance in mice.
Gut, v. 61,n. 12, p.1701-1707, 2012.

CALDER, P. C.; et al. Dietary factors and low-grade inflammation in relation to
overweight and obesity. British Journal of Nutrition, v. 106 (Suppl 3), p. S5-S78,
2011.

CARDONA, F.; et al. Benefits of polyphenols on gut microbiota and implications in
human health. The Journal of Nutritional Biochemistry, v. 24, n. 8, p. 1415-1422,
2013.

CARDOSO, L. M.; et al. Effects of processing with dry heat and wet heat on the
antioxidant profile of sorghum. Food Chemistry, v. 152, p. 210-217, 2014.

CARDOSO, L. M.; et al. Phenolic compounds profile in sorghum processed by
extrusion cooking and dry heat in a conventional oven. Journal of Cereal Science,
v. 65, p. 220-226, 2015a.



99

CARDOSO, L. M.; et al. Sorghum (sorghum bicolor 1.): Nutrients, Bioactive
Compounds, and Potential Impact on Human Health. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 57, n. 2, p. 372-390, 2015b.

CASTILLO, M.; et al. Quantification of total bacteria, enterobacteria and lactobacilli
populations in pig digesta by real-time PCR. Veterinary Microbiology, v. 114, n. 1-
2, p. 165-170, 2006.

CHAKRABORTI, C. K. New-found link between microbiota and obesity. World
journal of gastrointestinal pathophysiology, v. 6, n. 4, p. 110-119, 2015.

CLEMENTE, J. C.; et al. The impact of the gut microbiota on human health: an
integrative view. Cell, v. 148, n. 6, p. 1258-1270, 2012.

DOMITROVIC, R. The molecular basis for the pharmacological activity of
anthocyanins. Current Medicinal Chemistry Journal, v. 18, n. 29, p. 4454-4469,
2011.

ETXEBERRIA, U.; et al. Impact of polyphenols and polyphenol-rich dietary sources
on gut microbiota composition. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.
61, p. 9517-9533, 2013.

FERNANDES, I.; et al. Bioavailability of anthocyanins and derivatives. Journal of
Functional Foods, v. 7, p. 54—66, 2014.

FLOEGEL, A. et al. Development and validation of an algorithm to establish a total
antioxidant capacity database of the US diet. International Journal of Food
Sciences and Nutrition, v. 61, n. 6, p. 600-623, 2010.

FOTSCHKI, B.; et al. Ellagitannins and Flavan-3-ols from Raspberry Pomace
Modulate Caecal Fermentation Processes and Plasma Lipid Parameters in Rats.
Molecules, v. 20, n. 12, p. 22848-22862, 2015.

FREJNAGEL, S.; JUSKIEWICZ, J. Dose-dependent effects of polyphenolic extracts
from green tea, blue-berried honeysuckle, and chokeberry on rat caecal fermentation
processes. Planta Medica, v. 77, n. 9, p. 888-93, 2011.

FRISWELL, M. K., et al. Site and strain- specific variation in gut microbiota profiles
and metabolism in experimental mice. PLoS One v. 5, p. 8584, 2010.

GIBSON, G. R.; et al. Dietary modulation of the human colonic microbiota: updating
the concept of prebiotics. Nutrition Research Review, v. 17, p. 259-275, 2004.

GOVERSE, G.; et al. Diet-Derived Short Chain Fatty Acids Stimulate Intestinal
Epithelial Cells To Induce Mucosal Tolerogenic Dendritic Cells. The Journal of
Immunology, v. 198, n. 3, 2017.

GREEN, L. C.; et al. Analyses of nitrate, nitrite and [ 15N]nitrate in biological fluids.
Analytical Biochemistry, v. 126, n. 1, p. 131-138, 1982.



100

GUO, X., et al. Development of a real-time PCR method for Firmicutes and
Bacteroidetes in faeces and its application to quantify intestinal population of obese
and lean pigs. Letters in Applied Microbiology, v. 47, n. 5, p. 367-373, 2008.

HABIG, W. H.; PABST, M. ].; JACOBY, W. B. Glutathione-S-transferases: the first
enzymatic step in mescapturic acid formation. Journal of Biological Chemistry, v.
249, n. 22, p. 7130-7139, 1974.

HAN, S.; et al. Dietary fiber prevents obesity-related liver lipotoxicity by modulating
sterol-regulatory element binding protein pathway in C57BL/6J mice fed a high-
fat/cholesterol diet. Scientific Reports, v. 4, n. 5, p. 15256, 2015.

HILDEBRANDT, M. A.; et al. High-fat diet determines the composition of the
murine gut microbiome independently of obesity. Gastroenterology, v. 137, n. 5, p.
1716—1724, 2009.

HOLE, A. S.; et al. Improved bioavailability of dietary phenolic acids in whole grain
barley and oat groat following fermentation with probiotic Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus johnsonii, and Lactobacillus reuteri. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 60, n. 25, p. 6369-6375, 2012.

ISMAIL, N. A_; et al. Frequency of Firmicutes and Bacteroidetes in gut microbiota in
obese and normal weight Egyptian children and adults. Archives of Medical
Science, v. 3, n. 3, p. 501-507, 2011.

KAUR, J. A Comprehensive Review on Metabolic Syndrome. Cardiology Research
and Practice, 2014.

KHAN, [.; et al. Acute effect of sorghum flour-containing pasta on plasma total
polyphenols, antioxidant capacity and oxidative stress markers in healthy subjects: A
randomised controlled trial. Clinical Nutrition, v. 34, n. 3, p. 415-421, 2015.

KIANG, J. G.; TSOKOS, G. C. Heat shock protein 70 kDa: molecular biology,
biochemistry and physiology. Pharmacology & Therapeutics, v. 80, n. 2 p. 183-
201, 1998.

KIM, E. O.; et al. Anti-inflammatory activity of hydroxycinnamic acid derivatives
isolated from corn bran in lipopolysaccharidestimulated Raw 264.7 macrophages.
Food and Chemical Toxicology, v. 50, n. 5, p. 1309-1316, 2012.

KIM, E.; KIM, S.; PARK, Y. — Early online 1-6 - Sorghum extract exerts
cholesterol-lowering effects through the regulation of hepatic cholesterol metabolism

in hypercholesterolemic mice. International Journal of Food Sciences and
Nutrition, v. 66, n. 3, p. 308-313, 2015.

KIM, K. A.; et al. High fat diet-induced gut microbiota exacerbates inflammation
and obesity in mice via the TLR4 signaling pathway. PloS One, v. 7, n 10, e47713,
2012.



101

LAM, Y. Y.; et al. Effects of dietary fat profile on gut permeability and microbiota
and their relationships with metabolic changes in mice. Obesity (Silver Spring), v.
23,n. 7, p. 1429-39, 2015.

LEY, R. E.; PETERSON; D. A.; GORDON, J. I. Ecological and evolutionary forces
shaping microbial diversity in the human intestine. Cell, v. 124, n. 4, p. 837-848,
2006.

LOPEZ, N. J. S.; et al. The Extrusion Process as an Alternative for Improving the
Biological Potential of Sorghum Bran: Phenolic Compounds and Antiradical and
Anti-Inflammatory Capacity. Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, 2016.

MARKLUND, S. Pyrogallol autooxidation. In: Handbook of Methods for Oxygen
Radical Research (CRC Press Boca Raton FL), p. 243-247, 1985.

MORAES, E. A; et al. Sorghum genotype may reduce low-grade inflammatory
response and oxidative stress and maintains jejunum morphology of rats fed a
hyperlipidic diet. Food Research International, v. 49, n. 1, p. 553-559, 2012.

RAHMAN, L.; BISWAS, S. K.; KIRKHAM, P. A. Regulation of inflammation and
redox signaling by dietary polyphenols. Biochemistry Pharmacology, v. 72, n. 1, p.
1439-1452, 2006.

REEVES, P. G.; NIELSEN, F. H.; FAHEY, G. C. AIN-93 purified diets for
laboratory rodents: final report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc writing
Committee on the reformulation of the AIN-76A Rodent dict. Journal of Nutrition,
v. 123, n.11, p. 1939-1951, 1993.

RITCHIE, L. E.; et al. Polyphenol-rich sorghum brans alter colon microbiota and
impact species diversity and species richness after multiple bouts of dextran sodium
sulfate-induced colitis. FEMS Microbiology Ecology, v. 91, n. 3, 2015

RODIGER, W. E.; MOORE, A. Effect of short-chaim fatty acid on sodium
absorption in isolated human colon perfused through the vascular bed. Digestive
Diseases and Sciences, v. 26, n. 2, p. 100-106, 1981.

SAAD, M. J. A.; SANTOS, A.; PRADA, P. O. Linking Gut Microbiota and
Inflammation to Obesity and Insulin Resistance. Physiology, v. 31, p. 283-293,
2016.

SELMA, M. A. V.; ESPIN, J. C.; TOMAS-BARBERAN, F. A. Interaction between
phenolics and gut microbiota: role in human health. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 57, n. 15, p. 6485-6501, 2009.

SHARMA, S. D., MEERAN, S. M.; KATIYAR, S. K. Dietary grape seed
proanthocyanidins inhibit UVB-induced oxidative stress and activation of mitogen-
activated protein kinases and nuclear factor-k signaling in in vivo SKH-1 hairless
mice. Molecular Cancer Therapeutics, v. 6, n. 3, p. 995-1005, 2007.



102

SHEN, R. L. et al. Sorghum resistant starch reduces adiposity in high-fat diet-
induced overweight and obese rats via mechanisms involving adipokines and
intestinal flora. Food and Agricultural Immunology, v. 26, n. 1, p. 120-130, 2014.

SIEGFRIED, B. R; RUCKEMANN, H.; STUMPF, G. Method for the determination
of organic acids in silage by high performance liquid chromatography. Land-
wirtschaftliche Forschung, v. 37, n. 6, p. 298-304, 1984.

STAMLER, J. S;; et al. (S)NO signals: translocation, regulation, and a consensus
motif. Neuron, v. 18, p. 691-696, 1997.

STEVENSON, D. M.; WEIMER, P. J. Dominance ofPrevotellaand low abundance
of classical ruminal bacterial species in the bovine rumen revealed by relative
quantification real-time PCR. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 75, p.
165-174, 2007.

TURNBAUGH, P. J.; et al.The effect of diet on the human gut microbiome: a
metagenomic analysis in humanized gnotobiotic mice. Science Translational
Medicine, v. 1, n. 6, p. 6ral4, 2009.

VARGAS-SOLORZANO, J. W.; et al. Physicochemical properties of expanded
extrudates from colored sorghum genotypes. Food Research International, v. 55, p.
37-44,2014.

WOTING, A.; et al. Clostridium ramosum promotes high-fat diet-induced obesity in
gnotobiotic mouse models. Mbio, v. 5, n. 5, p. 1530-1514, 2014.

ZHANG, Y.; et al. Cyanidin-3-O-beta-glucoside inhibits LPS-induced expression of
inflammatory mediators through decreasing IkappaB alpha phosphorylation in THP-
1 cells. Inflammation Research, v. 59, n. 9, p. 723-730, 2010.

ZHOU, D. et al. Sodium butyrate attenuates high-fat diet-induced steatohepatitis in
mice by improving gut microbiota and gastrointestinal barrier. World Journal of
Gastroenterology, v. 23, n. 1, p. 60-75, 2017.



103

6. CONCLUSAO GERAL

O consumo da FSE (gendtipo de sorgo SC 319) substituindo 50% e 100% da
fibra alimentar e 100% de amido de milho em uma dieta hiperlipidica contribuiu para
a melhoria da esteatose hepatica e das medidas biométricas de ratos obesos, por
induzir a expressdao de marcadores do processo de oxidag¢do de acidos graxos, como o
PPAR-a e o receptor AdipoR2, associado a reducdo de fatores de transcri¢do de
genes lipogénicos, como SREBP-1c.

Além disso, a FSE também proporcionou a melhora da disbiose intestinal por
aumentar a razdo Bacteroidetes/Firmicutes em animais alimentados com dieta
hiperlipidica, acompanhado por reducdo de marcadores inflamatorios como o fator
de transcricdo NF-xB e da proteina resistina. Associado a isso, a FSE reduziu o
estresse oxidativo por inibir a produgdo de espécies reativas e contribuiu para uma
maior capacidade antioxidante total.

Portanto, esse estudo indica que o consumo da FSE e seus compostos
bioativos apresentou um potencial benéfico a saude, sugerindo que pode ser utilizada

como um alimento funcional na prevencao da obesidade e outras comorbidades.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos resultados obtidos, o consumo de farinha de sorgo extrusado
pode ser recomendado na propor¢do de 280 mg a 570 mg/ kg de peso, sendo que o
consumo de maior quantidade de sorgo (570 mg/kg de peso) apresentou efeito
bioldgico mais significativo na promocdo de alteracdes metabdlicas em animais
obesos.

Como uma limitagdo desse estudo, n6s podemos mencionar que o efeito do
consumo da farinha de sorgo extrusado na composi¢do da microbiota intestinal,
limitou-se a determinar apenas alguns dos principais filos de bactérias, e em virtude
da variedade do ecossistema intestinal ndo foi possivel obter resultados mais
contundentes. Assim, a realizagdo de novas analises, como a determinagdo da
microbiota intestinal com foco em géneros e espécies de bactérias relacionando-as
com outros parametros da obesidade, além de analise das proteinas de jungdo do
intestino e fatores microbianos, como o LPS, podem ser interessantes no intuito de
complementar os resultados encontrados nesse estudo, a partir do consumo de

farinha de sorgo extrusado.
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ANEXO



CERTIFICADO

A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 06/2014, intitulado “Potencial do sorgo (Sorghum biocolor
L.) na modulagad do estresse oxidativo ¢ da inflamagdo em ratos com
sindrome metabdlica”, coordenado pela professora Hércia Stampini Duarte
Martino do Departamento de Nutrigdo, esta de acordo com a Legislagdo
vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes
Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de
Préatica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutandsia preconizadas pelo
CONCEAMCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissdo em
25/02/2015, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 06/2014, named “Potential of sorghum (Sorghum Biocolor L.) in
the modulation of oxidative stress and inflammation in rats with metabolic
syndrome”, is in agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N°
11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for
Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on February 25, 2014 valid for 12 months.
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Prof. Claudio César Fonseca
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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