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RESUMO

SELL, Vanize Priebe. 2023. 61f. Influéncia do consumo de iogurte
suplementado com Lactococcus lactis R7 e extrato de araca vermelho nos
marcadores inflamatérios e bioquimicos de camundongos induzidos ao
diabetes mellitus tipo 2. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo e Alimentos) —
Programa de Pds-Graduacéo em Nutricdo e Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023.

A obesidade esta correlacionada com inumeras comorbidades, entre elas, o
diabetes mellitus tipo 2. A inflamag&o crbénica de baixo grau, provocada pela
obesidade, é o elo entre o excesso de adiposidade e o diabetes mellitus tipo 2.
Diante disso, sdo necessérias novas abordagens com o intuito de minimizar a
inflamacé&o causada pela obesidade e, consequentemente, restaurar 0os niveis
glicémicos. Os probidticos atuam no equilibrio da microbiota, sobretudo
restaurando a barreira intestinal, impedindo o influxo do lipopolissacarideo na
circulagdao reduzindo a inflamagc&o. Lactococcus lactis subsp. lactis R7
apresentou efeito benéfico na estabilizacdo de células cancerigenas, porém
ainda sdo necessarias pesquisas acerca da sua acao no diabetes mellitus tipo
2. Além dos probidticos, compostos fendlicos presentes em frutas, como no
araca vermelho, possuem a capacidade de reduzir a inflamacéao suprimindo as
citocinas inflamatodrias que estdo associadas a obesidade e assim, reduzindo os
niveis glicémicos. Desta forma, produtos suplementados com micro-organismos
probiodticos e/ou compostos bioativos podem causar efeitos benéficos na saude,
sobretudo na homeostase da glicemia. O objetivo foi avaliar o potencial anti-
inflamatério e os parametros bioquimicos em camundongos induzidos ao
diabetes tipo 2 mediante a administracéo de iogurte suplementado com L. lactis
R7 e extrato de araga vermelho. Camundongos C57BL/6 foram induzidos ao
diabetes mellitus tipo 2, e apds, receberam diferentes tratamentos, durante 30
dias: controle; iogurte (I); iogurte+probidtico(IP); iogurte+araca(lA) e
iogurte+probidtico+araca(lPA). Apdés eutanasia, foram avaliados parametros
hematolégicos, bioguimicos e niveis de adipocinas. O tratamento IP resultou em
reducdo significativa da glicemia em machos e fémeas induzidos, e uma
diminuicdo de mais de 70% na enzima ALT em fémeas induzidas. Observou-se
ainda uma reducdao nas plaquetas em fémeas induzidas tratadas com IPA. Além
disso, o tratamento IP contribuiu para a reducdo de citocinas inflamatorias,
incluindo IL-1B em ambos os grupos, machos e fémeas induzidas, enquanto o
tratamento IA reduziu IL-6 e TNF-a em fémeas induzidas. O tratamento |
demonstrou eficacia na diminuicdo das proteinas e globulinas totais em fémeas
diabéticas. A diversidade de respostas observadas entre os tratamentos e
grupos sugere que essas intervencdes foram benéficas tanto quando aplicadas
individualmente quanto em combinag¢do na reducao dos efeitos metabdlicos da
obesidade, incluindo a inflamacéao e comorbidades, como o diabetes mellitus.

Palavras-chave: Comorbidades; probiéticos; polifendis; citocinas; frutas nativas.



ABSTRACT
SELL, Vanize Priebe. 2023. 61f. Influence of yoghurt consumption
supplemented with Lactococcus lactis R7 and red strawberry extract on
inflammatory and biochemical markers in mice induced to type 2 diabetes
mellitus. Dissertation (Master in Nutrition and Food) — Graduate Program in
Nutrition and Food. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Obesity is correlated with numerous comorbidities, including type 2 diabetes
mellitus. Chronic low-grade inflammation, caused by obesity, is the link between
excess adiposity and type 2 diabetes mellitus. Therefore, new approaches are
needed with the aim of minimizing inflammation caused by obesity and,
consequently, restoring glycemic levels. Probiotics act to balance the microbiota,
especially by restoring the intestinal barrier, preventing the influx of
lipopolysaccharide into the circulation, reducing inflammation. Lactococcus lactis
subsp. lactis R7 had a beneficial effect on stabilizing cancer cells, but research
is still needed on its action on type 2 diabetes mellitus. In addition to probiotics,
phenolic compounds present in fruits, such as red aracd, have the ability to
reduce inflammation by suppressing inflammatory cytokines that are associated
with obesity and thus reducing glycemic levels. Therefore, products
supplemented with probiotic microorganisms and/or bioactive compounds can
cause beneficial effects on health, especially on blood glucose homeostasis. The
objective was to evaluate the anti-inflammatory potential and biochemical
parameters in mice induced with type 2 diabetes through the administration of
yogurt supplemented with L. lactis R7 and red araca extract. C57BL/6 mice were
induced to type 2 diabetes mellitus, and then received different treatments for 30
days: control; yogurt (I); yogurt+probiotic (IP); yogurt+aracad (IA) and
yogurt+probiotic+araca (IPA). After euthanasia, hematological and biochemical
parameters and adipokine levels were evaluated. IP treatment resulted in a
significant reduction in glycemia in induced males and females, and a decrease
of more than 70% in the ALT enzyme in induced females. A reduction in platelets
was also observed in induced females treated with IPA. Furthermore, IP
treatment contributed to the reduction of inflammatory cytokines, including IL-13
in both male and female induced groups, while 1A treatment reduced IL-6 and
TNF-a in induced females. Treatment | demonstrated efficacy in reducing
proteins and total globulins in diabetic females. The diversity of responses
observed across treatments and groups suggests that these interventions were
beneficial both when applied individually and in combination in reducing the
metabolic effects of obesity, including inflammation and comorbidities such as
diabetes mellitus.

Keywords: Comorbidities; probiotics; polyphenols; cytokines; native fruits.
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1. Introducéo

A obesidade é uma doenca cronica ndo transmissivel que atinge
propor¢cdes epidémicas em grande parte do mundo e € um dos principais
problemas de saude publica mundial. O aumento da gordura corporal possui
forte correlacdo com algumas comorbidades como doencas cardiovasculares,
dislipidemias, doenca renal crbnica, doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (SOUZA, 2018).

O DM2 é caracterizado por secrecao defeituosa de insulina pelas células
B pancreaticas e/ou resisténcia a insulina que leva a niveis elevados de glicose
no sangue (GALICIA-GARCIA et al., 2020). E uma doenga que possui alta
prevaléncia e esta associada a complicagcbes microvasculares e
macrovasculares, além de comorbidades como diversos tipos de canceres e
infeccbes respiratorias (BERTONHI, 2018; SBD, 2019; FREEMAN, 2020;
TOMIC, 2022). Nas ultimas décadas, ocorreu marcante investigacdo sobre a
resisténcia a insulina induzida pela obesidade, especialmente no que se refere
ao mecanismo envolvido neste processo. Uma das hipoteses que constitui esse
elo é a inflamagcdo cronica de baixo grau, caracterizada por altos niveis
circulantes de citocinas inflamatérias. Tal fato é desencadeado pela expanséo
do tecido adiposo que por sua vez entra em hipdxia e, consequentemente, morte
celular gerando o estado inflamatorio caracterizado por niveis séricos elevados
de interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1-
beta (I11-B) que por sua vez promovem a resisténcia a insulina (DONATH, 2011,
SOUZA, 2018).

Diante disso, s@0 necesséarias novas abordagens com o intuito de
minimizar a inflamac¢ao causada pela obesidade e, consequentemente, restaurar
0os niveis glicémicos. Nessa perspectiva, alimentos funcionais contendo
probidticos e/ou extrato de frutas podem ser uma alternativa eficaz e de féacil
incorporacdo na alimentacdo humana. A bactéria denominada R7, isolada de
gueijo ricota, identificada molecularmente como Lactococcus lactis subsp. lactis
R7, apresentou caracteristicas probidticas in vitro (CUNHA, 2021). E ainda, em
modelos animais, o isolado de L. lactis R7 demostrou potencial anticancerigeno
(JASKULSKI et al., 2018), sendo necessario avaliar a acdo desse isolado em

outras patologias, como o DM2.
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Além das bactérias probidticas, as frutas sdo reconhecidamente fonte
potencial de compostos bioativos, como vitaminas, minerais, carotenoides e
compostos fendlicos (VERRUCK et al., 2018). Este ultimo ja foi relacionado com
a prevencao de doencas cardiovasculares, atenuacdo do estresse oxidativo, e
ainda na modulacdo de diversas patologias cronico-degenerativas, como 0
diabetes mellitus, o cancer e em processos inflamatorios (ROCHA et al., 2011;
VERRUCK et al., 2018),

Dentre as diversas frutas com potencial bioativo, destaca-se o araca
vermelho (Psidium cattleianum Sabine). O araca é um fruto nativo do Brasil
estando amplamente distribuido em todo territério nacional. Porém, por ser
altamente perecivel, carece de intervenc¢des tecnoldgicas no intuito de atingir um
namero maior de consumidores e propiciar a oferta do fruto durante um periodo
maior (DOMINGUES, 2019). Contudo, existe o estimulo a formulagc&o de novos
produtos funcionais, com adi¢do de bactérias probidticas e/ou extrato de frutas
ricas em compostos bioativos, auxiliando na prevencao de doencgas, entre estas,
o DM2.

2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial anti-inflamatério e os parametros bioquimicos em
camundongos induzidos ao diabetes tipo 2 mediante a administragéo de iogurte

suplementado com L. lactis R7 e extrato de araca vermelho.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar o peso corporal e o consumo alimentar de camundongos
saudaveis e induzidos ao DM2 durante o periodo de indugéo e tratamento (10
meses).

b) Avaliar in vivo a influéncia do consumo do iogurte suplementado com
L. Lactis R7 e araca vermelho sobre parametros inflamatérios por meio dos
leucécitos, globulinas, bem como, expressdo de genes relacionados a

adipogénese e inflamacao apds o tratamento de 30 dias.
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c¢) Avaliar in vivo a influéncia do consumo do iogurte suplementado com
L. Lactis R7 e araca vermelho sobre parametros bioquimicos apos o tratamento
de 30 dias.

3. Revisao de literatura
3.1. Obesidade

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura corporal,
no qual é classificada, principalmente, pelo indice de massa corporal (IMC),
sendo o IMC = 30 kg/m? denominado de obesidade (MOHAMMED, 2018;
MAYORAL, 2020).

A epidemia de obesidade é uma preocupacao global de saude publica
(ESTIVALETI, 2022). No Brasil, dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de
Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico - VIGITEL
(2019), apontaram que a frequéncia de excesso de peso corresponde a 55,4%
e a frequéncia de obesos € de 20,3% (BRASIL, 2020). A prevaléncia global
projetada até 2030 é estimada em 17,5% (aproximadamente, 1 bilhdo de
pessoas) para obesidade e 5,7% (333 milhdes de pessoas) para obesidade grau
Il e lll (ESTIVALETI, 2022). Os custos diretos de saude no Brasil relacionados
as doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) atribuiveis ao sobrepeso e a
obesidade séo estimados em US$ 654 milhdes anualmente (FERRARI, 2022).

Com a globalizacdo, o fendmeno da transicdo nutricional viabilizou a
insercédo e permanéncia de um ambiente e estilo de vida “obesogénico”, o
gue favoreceu o aumento das prevaléncias de sobrepeso e de obesidade no
Brasil e no mundo (DA SILVA MALVEIRA, 2021). Além de habitos alimentares
inadequados e inatividade fisica, outros fatores como polimorfismos genéticos,
fatores psicossociais e restricao do sono estdo entre as causas desta doenca
(SALEM, 2022).

A inflamacé&o ocasionada pela obesidade também pode ocasionar outras
doencas como dislipidemias, hipertensdo arterial, doenca hepatica, cancer,
alergias, osteoporose, sarcopenia, apneia obstrutiva do sono, infertilidade na
mulher e DM2 (SILVESTRIS, 2018; DE OLIVEIRA, 2020; BARAKAT, 2021). Ja
se sabe, por exemplo, que a hipoxia e morte celular do tecido adiposo em
expansao, gera ativacao das vias do fator nuclear-kB (NF-kB) e JunN-terminal

kinase (JNK), ativacéo de interleucina-1f (IL-1B), e recrutamento e ativagéo de
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células imunes que sdo mecanismos que ligam o estado inflamatério da
obesidade a patogénese do DM2 (DONATH, 2011).

Uma vez que a resisténcia a insulina € estabelecida, ocorre aumento na
probabilidade do desenvolvimento de outras doencas como hipertenséo,
sindrome dos ovarios policisticos e sindrome metabdlica (CHEN, 2015), além da
doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) (MAVROGIANNAKI, 2013).

A patogenicidade do tecido adiposo difere de acordo com a sua
localiza¢&o, que pode ser visceral ou subcutaneo, sendo o primeiro um preditor
independente de sensibilidade a insulina e associado a maior producao de
adipocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), inibidor-1 do ativador do
plasminogénio (PAI-1) e IL-6 (MONTEIRO,2010).

Em um estudo foi avaliada a iniciacéo e a progressao in vitro e in vivo da
inflamacé&o e da resisténcia a insulina durante o desenvolvimento da obesidade
em camundongos alimentados com dieta rica em gordura. Em trés dias de dieta
hiperlipidica, a resisténcia a insulina foi relacionada a sobrecarga de lipidios, ao
passo que a inflamacé&o tecidual crbnica surgiu como uma das principais causas
da resisténcia a insulina durante o estagio estabelecido da obesidade (LEE,
2011). Em outro estudo, também com modelos animais obesos induzidos por
dieta rica em gordura, foram observados niveis plasmaticos mais elevados de
adipocinas (TNF-q, IL-6, resistina, proteina quimiotatica de monécitos 1(MCP-1),
PAI-1 e leptina), além de sensibilidade a insulina prejudicada (AVTANSKI, 2019).
Em individuos obesos também foram identificadas diversas anormalidades
metabolicas como estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, disfungéo
imunoldgica, além de inflamagé&o crénica de baixo grau (KAWAI, 2021).

Relatos recentes indicam que a exposicdo a inflamacao proveniente da
obesidade materna torna os filhos mais susceptiveis a adquirir doencas crénicas
no inicio da vida ou até mesmo a longo prazo, a exemplo do transtorno do
espectro do autismo (TEA); transtorno de déficit de atencédo e hiperatividade
(TDAH); disturbios alimentares além de ansiedade na idade adulta (DENIZLI,
2022).

3.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
O DM2 é caracterizado pela secrecao defeituosa de insulina pelas células

B pancreaticas e/ou resisténcia a insulina resultando em niveis elevados de
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glicose no sangue (GALICIA-GARCIA et al., 2020). A patogénese desta doenca
€ multifatorial e pode ser influenciada por fatores genéticos, imunolégicos e
ambientais (BRUNKWALL e ORHO-MELANDER, 2017). Ademais, essa
patologia esta fortemente relacionada a obesidade, sendo a inflamacao crénica
de baixo grau presente nesse quadro, a precursora da resisténcia a insulina
(SOUZA, 2018; HUANG, 2022).

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), no ano de 2017 o
Brasil encontrava-se entre os paises com maior numero de individuos com
diabetes tipo 1 e tipo 2 (20 a 79 anos), representando cerca de 12,5 milhdes, e
com proje¢Oes ainda maiores para 2045 caracterizando 20,3 milhdes de pessoas
(SBD, 2019).

As complicacbes da resisténcia a insulina estdo associadas
principalmente a insuficiéncia renal cronica e didlise, perda da acuidade visual e
neuropatia periférica. Também pode ocasionar doengas cardiovasculares,
deméncia e pé diabético, que leva ao maior risco de amputacdo de membros
inferiores (BERTONHI, 2018; FREEMAN, 2020). Embora essas doencas
representem ainda grande prevaléncia, os individuos com DM2 estéo vivendo
mais e, portanto, mudando o perfil de complicagbes sendo atualmente
relacionada a diversos tipos de comorbidades, tais como: canceres
gastrointestinais (carcinoma hepatocelular, cancer de pancreas, cancer
colorretal); canceres especificos do sexo feminino (cancer de mama, cancer do
endométrio); infec¢des respiratérias (COVID-19, pneumonia, influenza H1IN1),
dentre outras (TOMIC, 2022).

Novos métodos de triagem e de diagndstico estdo sendo estudados com
vista para deteccéo precoce, diminuindo o risco dos pacientes de desenvolver
complicagcbes, sendo que dentre os candidatos a biomarcadores estdo as
adipocinas (adiponectina, IL-1b, IL-6, leptina e TNF-a) além da proteina C reativa
(PCR) e gama-glutamiltranspeptidase (Ggt) (ORTIZ-MARTINEZ, 2022). A
capacidade preditiva desses elementos foi avaliada e concluiu-se que niveis
elevados de IL-6, PCR, leptina e gGT e baixos niveis de adiponectina séo
observados em pacientes que desenvolveram DM2 (MARQUES-VIDAL, 2012).

Estudos verificaram que o] consumo de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus enriquecido

com Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 e Lactobacillus acidophilus
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estirpe La5 causou diminuicao significativa nos niveis séricos de HbAlc e TNF-
a, indicando uma abordagem alternativa visando a prevencdo e um método de
tratamento para controlar as complicacfes diabéticas (MOHAMADSHAHI,
2014). Em uma meta-analise, concluiu-se que o consumo de probioticos
multiespécies reduziram a glicemia de jejum, além de colesterol total e presséo
arterial sistélica e diastdlica (LIANG, 2022).

Além disso, o tratamento com metformina por vezes nao € aderido pelos
pacientes devido aos efeitos colaterais no sistema gastrointestinal, dessa forma,

0 suporte probidtico com Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-
12) adicionado ao tratamento com metformina diminuiu as queixas de diarreia e

inchago, e aumentou a adesao dos pacientes ao tratamento e ainda, promoveu
melhor controle glicémico e reducédo de HbAlc (SAHIN, 2022).

Alimentos ricos em compostos fendlicos também foram avaliados em
associacdo com medicamentos hipoglicemiantes demonstrando interagdes
sinérgicas que podem ser Uteis na reducdo da dose de medicamentos
antidiabéticos, minimizando varios efeitos adversos associados ao seu uso
(BLAHOVA, 2021). Dessa forma, o extrato de araca pode ser benéfico, ja que
demonstrou ser rico em compostos fenolicos e ainda, indicou potencial anti-
hiperglicémico in vitro (VINHOLES et al., 2017) e in vivo (OLIVEIRA et al., 2018).

3.3. Influéncia do processo inflamatdrio nos niveis sanguineos de

glicose

Evidéncias mostram que o tecido adiposo secreta uma série de hormonios
e moléculas sinalizadoras, os quais sdo chamados de adipocinas (MAKKI, 2013).
Adipocina é um termo amplo adotado para descrever a proteina que € sintetizada
e secretada pelo tecido adiposo, sendo esta proteina uma citocina ou nao
(PRADO, 2009). As citocinas sdo horménios proteicos caracterizados como
mediadores e reguladores de respostas imunes e inflamatorias (PRADO, 2009).

As adipocinas exercem seus papeis biologicos de forma autécrina,
parécrina ou sistémica e influenciam varios processos fisioldgicos relacionados
a energia, metabolismo da glicose e imunidade. Nesse sentido, enquanto o
tecido adiposo de individuos magros secreta preferencialmente adipocinas anti-

inflamatorias como adiponectina, interleucinas, tais como, IL-10, IL-4, IL-13 e
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apelina, o tecido adiposo obeso libera predominantemente adipocinas pro-
inflamatoérias, entre as quais TNF-a, IL-6, resistina, angiotensina Il e leptina
(MAKKI,2013).

Durante o desenvolvimento da obesidade ocorre aumento da secrecao
das citocinas pro-inflamatoérias levando a um quadro de inflamagdo croénica
(LAFONTAN, 2014). Isso ocorre, primeiramente, porque o tecido adiposo pode
se expandir de forma mais rapida do que a vasculatura, o qual é responsavel por
levar oxigénio e nutrientes. Sendo assim, a hipoxia ocorre a medida que o
suprimento de oxigénio se torna limitado e a angiogénese compensatoéria é
induzida pela producgao de vérios fatores angiogénicos na tentativa de restaurar
0S niveis necessarios de oxigénio e fornecimento de nutrientes. Por
consequéncia, os macrofagos se acumulam em locais de hipéxia induzindo a
inflamacdo (DONATH, 2011). Durante as respostas inflamatérias locais e
sistémicas, os macréfagos residentes no tecido adiposo apresentam antigenos
para iniciar o recrutamento de outras células imunes e secretam citocinas para
regular as cascatas de sinalizacdo inflamatéria no tecido hospedeiro (KAWAI,
2021).

O mecanismo envolvido na resisténcia a insulina mediado por citocinas
pré-inflamatérias envolvem a ativacdo das vias da quinase inibidora do fator
nuclear kappa-B subunidade B (IKKB)/NF-kB e JNK em adipdcitos, em
hepatdcitos e em macréfagos associados (MAKKI, 2013). Quando ativadas
desempenham papéis diferentes na resisténcia a insulina (SHOELSON, 2006;
TILG, 2008). A IKKB leva a ativagcdo de NF-kB, que por sua vez, induz a
expressédo de genes alvo, como citocinas pré-inflamatorias que podem causar a
resisténcia a insulina. Ja a ativacdo de JNK induzida pela obesidade inibe a
fosforilacdo de residuos de serina em substrato 1 do receptor de insulina (IRS-
1), o que prejudica a sinaliza¢&o da insulina (SHOELSON, 2006; TILG, 2008).

Entre as adipocinas envolvidas na regulagdo da resisténcia a insulina
estdo: leptina, adiponectina, resistina, visfatina, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a
(MAKKI, 2013). O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria e multifuncional
envolvida na inibicdo do metabolismo de carboidratos, lipogénese, adipogénese
e termogénese e, estimulacéo da lipdlise. Concentragdes excessivas de TNF-a
tém sido implicadas no desenvolvimento de resisténcia a insulina na obesidade

e DM2 por meio da ativacdo de trés MAPKs: proteina quinase ativada por
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mitogeno p38 (p38), JNK e proteinas quinases reguladas por sinal extracelular 1
e 2 (ERK1/2). A sinalizacdo MAPK € necessaria para manter a condi¢cdo
metabdlica normal, mas a ativacdo excessiva de MAPKs estd associada a
doencas inflamatorias, incluindo obesidade e diabetes (SON, 2019).

Além disso, o TNF-a parece ter papel importante na fisiopatologia da
resisténcia a insulina por meio da diminuicdo da expressao celular dos
transportadores de glicose (GLUT-4) diminuindo a captacéo da glicose e, além
disso, essa citocina atua na inibicdo da fosforilagdo do IRS-1 (SPERETTA,
2014). Em vista disso, foram encontrados altos niveis de TNF-a em diabéticos
obesos, sendo que quanto maior o nivel da citocina, maior o valor de
hemoglobina glicada (HbAlc) (ALZAMIL, 2020).

De forma semelhante, a IL-6 tem uma relagdo inversamente proporcional
com a expressdo de IRS-1 e do GLUT-4 nos tecidos adiposo, muscular e
hepatico (PENNA, 2020), sendo que um ter¢co das concentragdes circulantes
totais de IL-6 originam-se do tecido adiposo (FONTANA, 2007). Uma pesquisa
revelou variagdes significativas nos niveis séricos de IL-6 e TNF-a em individuos
saudaveis, pré-diabéticos e DM2, mas de forma lenta e gradual durante a
progressdo de uma condicdo saudavel para diabetes através do pré-diabetes
(HUANG, 2022).

Em contraste, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria produzida por
macroéfagos e linfocitos que atua inibindo a ativacdo de NF-kB induzida por TNF-
a, reduzindo assim a atividade de IKK (DE LUCA, 2008). Além disso, essa
citocina atua suprimindo a producdo de outras citocinas pré-inflamatorias, tais
como IL-1B, IL-6 e IL-8 (LEON-CABRERA, 2015). Foi demonstrado que h4 uma
maior incidéncia de resisténcia a insulina em individuos com niveis séricos
reduzidos de IL-10 (DE LUCA, 2008). Outro estudo também demonstrou que a
medida em que os niveis circulantes de IL-10 diminuem, ocorre aumento
significativo dos niveis de insulina e indice HOMA-IR (LEON-CABRERA,
2015). Uma bebida probidtica a base de soja contendo Enterococcus faecium
CRL 183, Lactobacillus helvetivus 416 e Bifidobacterium longum ATCC 15707
demonstrou aumentar a expressdo de IL-6 e IL-10 no tecido adiposo (DE
CARVALHO, 2018).

A leptina, sintetizada e secretada pelos adipdcitos, funciona como um

sinal aferente de saciedade, que atua sobre o hipotalamo, regulando o apetite e,
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portanto, controlando a massa gorda corporal (MARQUES-LOPES, 2004). Essa
adipocina possui nivel circulante proporcional a adiposidade corporal e quando
liberado na corrente sanguinea, exerce efeito inibitério na ingestdo alimentar
(CHAVES, 20186).

Individuos obesos possuem altas concentracdes de leptina e, por essa
razao, deveriam sentir menos fome que os individuos com peso corporal normal.
No entanto, a medida que a adiposidade e os niveis de leptina aumentam, 0s
receptores cerebrais tornam-se menos sensiveis, ou seja, a partir de
determinados niveis de leptina o organismo responde de forma inversa
(AMARAL, 2016).

A leptina possui ainda propriedades pré-inflamatérias onde a medida em
gue o tecido adiposo aumenta, maior € a producdo de leptina o que facilita a
secrecao de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-1 e IL-6. Por outro lado,
TNF-a e IL-13 aumentam a expressdo do mRNA da leptina no tecido adiposo.
Dessa forma, essa adipocina possui a capacidade de promover ou sustentar a
inflamacéo de baixo grau observada na obesidade (IIKUNI, 2008).

O gene FTO (associado a massa gorda e obesidade), é expresso em
varios tecidos e 6rgdos, como tecido adiposo, figado, ilhotas pancreaticas, rins,
gbnadas, musculatura estriada e cardiaca e em maior quantidade no cérebro,
especialmente no nicleo arqueado (RAMOS, 2011; CAMPOS, 2013). O alelo A,
conhecido como alelo de risco, demonstrou estar associado ao aumento da
ingestdo de energia, aumento da ingestdo de gordura ou proteina na dieta,
aumento do apetite e reducado da saciedade, além de perda de controle sobre a
ingestdo alimentar (LEONSKA-DUNIEC, 2018). A deficiéncia de FTO ou
mutacdes parciais de perda de funcé&o no gene estdo associadas com menor
adiposidade, enquanto a expressdo aumentada de FTO resulta em aumento de
adiposidade e peso corporal em camundongos (MIZUNO, 2018).

Além disso, 0 aumento na expressao hepatica de FTO estimula a
gliconeogénese e lipogénese de novo (processo de sintese de acidos graxos a
partir de carboidratos, sendo um possivel mecanismo que atua nas dislipidemias
e acumulo de gordura corporal). Além disso, 0 aumento de FTO inibe a lipdlise
e a oxidacdo de acidos graxos, levando ao aumento anormal da producéo
hepatica de glicose e a deposicdo de triglicerideos. Portanto, a inibicdo da

expressdo e/ou atividade de FTO pode oferecer uma nova abordagem
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terapéutica para tratar o diabetes e a doenca hepética gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (POLACOW, 2007; MIZUNO, 2018).

Ainda, o polimorfismo de nucleotideo tnico FTO rs9939609 T>A tem sido
relacionado a inflamacéao sistémica, por meio da elevacao da proteina C reativa,
um marcador associado ao aumento do risco para DM2 (FISHER, 2009; YANG,
2021).

Ja os PPARs, sao fatores de transcricéo ativados por ligantes envolvidos
na regulacdo de varios processos biolégicos, incluindo metabolismo de lipidios
e glicose e homeostase energética geral. Esses fatores de transcricdo também
modulam a resposta inflamatéria, o que pode ser considerado um alvo
terapéutico para mitigar a inflamagcdo induzida pela obesidade e suas
consequéncias (STIENSTRA, 2007). O PPAR-y suprime a atividade de
transcricdo do NF-Kb, além de regular positivamente a proteina IRS, o que
melhora aresisténcia a insulina induzida pela obesidade (LI, 2022). Pelo menos
duas diferentes isoformas de PPAR-y sdo conhecidas: PPAR-y 1, expressa em
tecidos ndo adiposos, e PPAR-y 2, que é especifica do tecido adiposo
(STIENSTRA, 2007).

3.4. Bactérias probioticas

Os probidticos podem ser definidos como “micro-organismos vivos que,
guando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude
do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Os produtos lacteos representam o maior
segmento do mercado contendo probiéticos. Esses alimentos conferem uma
imagem positiva dos probiéticos para a saude por diversos motivos: 1) Produtos
lacteos fermentados, como o iogurte, possuem um histoérico de serem saudaveis;
2) Os consumidores estdo familiarizados com o fato de que os produtos
fermentados contém micro-organismos vivos; 3) Os probidticos usados como
organismos iniciadores combinam as imagens positivas da fermentacdo e das
culturas probidticas; 4) A imagem dos produtos semelhantes ao iogurte como
alimentos saudaveis facilita a recomendacdo do consumo diario de probidticos
(HELLER, 2001).

Na fabricacdo do iogurte sdo usadas culturas iniciais de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus para fermentacao

(GAO et al., 2021). Estas possuem efeitos sinérgicos, pois aceleram o processo
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de acidificacdo e de multiplicacdo de organismos de cultura. Devido a isso 0
tempo necessério para a fermentacado pode ser tao curto quanto 2,5 h e, ainda,
o tratamento térmico € dispensavel com o uso da cultura inicial classica de
iogurte (HELLER, 2001).

Os probiodticos podem exercer seus efeitos localmente ou durante a
passagem pelo trato gastrointestinal (TGI) (OUWEHAND, 2002). Nesse sentido,
para garantir os efeitos é necessario um niimero adequado de micro-organismos
de, no minimo, 6 a 7 Log UFC.mL! ou g? no alimento (FAO/WHO, 2002) que
podem ser afetadas pelas condicdes do TGI, como baixo pH do estébmago,
presenca de sais biliares e de enzimas digestivas (FARNWORTH, 2008). Além
disso, o consumo de produtos contendo probiéticos deve ser diaria, ja que estes
nao colonizam o intestino, cessando a permanéncia destes no TGl quando o
consumo de produtos base é interrompido (ALANDER et al., 1999).

O lipopolissacarideo (LPS) € um componente da parede bacteriana Gram-
negativa que pode causar “endotoxemia metabdlica”, caracterizada por aumento
nos niveis de LPS na corrente sanguinea e que pode desempenhar um papel
negativo na patogénese da resisténcia a insulina (LIANG et al., 2013). Em um
estudo foi identificado que individuos com DM1 e DM2 apresentam niveis
superiores de LPS em jejum, em comparacdo com individuos néo diabéticos
(GOMES, 2017).

Em casos de disbiose, ocorre mudancas na barreira intestinal
caracterizadas pelo aumento da permeabilidade do intestino, facilitando que
bactérias e toxinas entrem na circulagcdo sanguinea. Individuos obesos e
diabéticos frequentemente possuem disbiose sendo a dieta e o0 uso de
antibidticos identificados como impulsionadores dessas mudangas a nivel
intestinal (SCHEITHAUER, 2020). Nestes casos, os LPS podem ativar a
resposta imune local por meio de receptores expressos em altos niveis na
superficie de macroéfagos e células dendriticas. No sangue e nos tecidos, o LPS
desencadeia uma resposta inflamatoria por meio da liberagcdo de moléculas pro-
inflamatérias TNF-a, IL-1, IL-6 e &xido nitrico-sintase induzida (iNOS). Com a
ativacdo dessa cascata inflamatéria, as serina quinases ativadas (JNKe IKK)
podem induzir a fosforilagdo da serina IRS, que inibe a sinalizagdo da insulina,
resultando em resisténcia a insulina celular (SAAD et al., 2016; LI et al., 2017).

No estudo de Jayashree (2014), os niveis de LPS em individuos com DM2 foram
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significativos e foi positivamente correlacionado com a zonulina (um marcador
de permeabilidade intestinal) glicemia de jejum, 2 h pds-glicose, HbAlc, TNF-a
e IL-6.

Dependendo da composi¢cdo, a microbiota intestinal pode contribuir para
0 aumento ou para a diminuicdo da inflamacédo de baixo grau, impactando na
sensibilidade a insulina e no DM2, por exemplo, espécies como
Lactobacillus, Bacteroides, Roseburia e Akkermansia, as quais podem diminuir
citocinas pro-inflamatoérias como IL-18, IL-6, IL-8, IL-17 e TNF-a, prevenindo a
inflamacéo de baixo grau. Por outro lado, Fusobacterium
nucleatum e Ruminococcus gnavus podem aumentar a producao de citocinas
inflamatérias (HUDA, 2021).

A suplementacdo de probibticos pode restaurar a barreira intestinal,
impedindo o influxo de endotoxinas na circulagao e, finalmente, reduzindo a
inflamac&o. Em um estudo clinico randomizado, duplo-cego e controlado de 3
meses avaliando o uso de um suplemento probidtico contendo oito (n=8) cepas
em individuos DM2, foi observado que embora os niveis de endotoxina circulante
no grupo de probidticos ndo fossem diferentes do placebo apds o periodo de
intervencdo, foram observadas melhorias significativas na adiposidade
abdominal e HOMA-IR (SABICO,2017).

Um ensaio randomizado controlado por placebo de 60 adultos saudaveis
com excesso de peso alimentados com probiéticos contendo trés cepas de
Bifidobacterium, quatro (n=4) cepas de Lactobacillus e uma (n=1) cepa de
Streptococcus concluiram que os probidticos afetaram favoravelmente a
sensibilidade a insulina, o perfil lipidico e o indice aterogénico, e reduziu a
proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR), um marcador de inflamagao
(RAJKUMAR et al., 2014).

Uma meta-analise demonstrou que a suplementacdo com probioticos
diversos produziu um efeito benéfico na reducéo dos niveis de marcadores de
inflamag&o no plasma, incluindo TNF-a e PCR, mas sem efeitos sobre a IL-6.
Além disso, os probidticos atuaram de maneira favoravel no controle glicémico
por meio de reducdes significativas da glicemia de jejum, HbAlc e HOMA-IR
demonstrando que suplementacdo pode ser benéfica para pacientes com DM2,
devido a atenuacdo da inflamacé&o cronica de baixo grau pela microbiota

intestinal, a qual foi modulada por probiéticos (DING, 2021).
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No entanto, ainda sdo necessarias mais intervencdes para investigar os
efeitos do tratamento de cepas especificas em diferentes dosagens e duracdes

naresisténcia a insulina.

3.4.1. Lactococcus lactis subsp. lactis R7

As bactérias éacido laticas (BAL) produzem &cido latico devido a
fermentacdo de acUcares. S&o caracterizados por um grupo de micro-
organismos Gram-positivos, ndo formadores de esporos, catalase negativos e
tolerantes ao baixo pH. Possuem temperaturas de crescimento entre 30 e 42 °C
para espécies mesdfilas e termdfilas, respectivamente, podendo apresentar-se
na forma de cocos ou bacilos (MAKAROVA, 2007; ROSOLEN, 2020).

Os géneros que compdem esse grupo de micro-organismos sao
Oenococcus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus,
Leuconostoc, Lactosphaera e Weissella (ROSOLEN, 2020).

A espécie L. lactis € dividida em subespécies, sendo as mais comuns L.
lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris. A subespécie lactis que utiliza o
citrato é reconhecida como L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis declarada em
muitos estudos por melhorar o balan¢co microbiolégico intestinal, sendo assim
utilizada como micro-organismo probiético (NOMURA et al., 2006).

Geralmente, L. lactis é usada na fermentacéo de alimentos como queijos,
iogurtes, chucrutes e produtos similares, tornando-o reconhecido por ser um
micro-organismo do tipo GRAS (Generally Recognizedas Safe), ou seja, seguro
para o consumo. Além de conferir sabor, 0 &cido produzido por essa espécie
auxilia na preservacdo dos alimentos (ROSOLEN, 2020). Também foi
demonstrada a capacidade de producdo de vitaminas como folato (B9),
riboflavona (B2) (SONG et al., 2017) e acido linoleico conjugado (CLA) tornando
o produto nutricionalmente enriquecido (ANDRADE et al., 2012).

Atualmente, existem linhagens probidticas bem caracterizadas e
disponiveis, mas as novas linhagens podem apresentar caracteristicas
funcionais diferenciadas (CUNHA, 2021). O isolado L. lactis R7, obtido de queijo
ricota, foi identificado molecularmente como Lactococcus lactis subsp. lactis e
apresentou caracteristicas probidticas in vitro nas andlises de tolerancia ao pH

acido, sais biliares, suco gastrico simulado e suco intestinal simulado. Esse
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isolado produz como principal produto da fermentacdo o acido Iactico,
caracterizada como homo fermentativo. Além disso, foi caracterizado como nédo
formador de biofilme, atividade hemolitica negativa e, da mesma forma, enzimas
DNAse, gelatinase e lipase negativa (CUNHA, 2021). O isolado também
apresentou capacidade de autoagregacdo, coagregacdo e hidrofobicidade,
indicando potencial para ser utilizado como probiético. Da mesma forma,
apresentou atividade antagonista contra Salmonella Enteritidis, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli e potencial
antioxidante onde exibiu capacidade de sequestrar o radical DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil) (CUNHA, 2021).

L. lactis R7 foi microencapsulado por spray drying utilizando como
material encapsulante a combinacdo de soro de queijo e inulina, para verificar a
estabilidade em diferentes matrizes alimentares, como suco de mirtilo, leite e
creme de leite. Observou-se que a acidez do suco de mirtilo, levou a perda da
integridade da microcapsula e exposicao de L. lactis R7. Enquanto no leite e no
creme de leite 0 micro-organismo manteve sua estabilidade ao longo de 28 dias
de armazenamento a 4 °C. Em relacdo a concentracdo, as células aplicadas no
suco de mirtilo, ficaram em torno de 10 log UFC.mL™ apds a passagem pelo
fluido géstrico. A ruptura da microcapsula no leite, ocorreu apenas apos 120 min
(>11 log UFC.mL™%), enquanto que no creme de leite a alta concentracéo celular
foi encontrada em todas condicdes analisadas. Matrizes lacteas, portanto,
apresentaram boas condicbes para estabilidade de L. lactis R7 (ROSOLEN,
2020).

Alguns estudos ja foram realizados com esse isolado em modelos
animais. L. lactis R7 demostrou potencial anticancerigeno atuando na
estabilizacdo das células cancerosas contra o cancer colorretal, atuando como
possivel modulador. Dessa forma, € necessario avaliar a acao desse isolado em
outras patologias, como o DM2. Além disso, observou-se melhora em outros
aspectos como estabilidade do ganho de peso, reducdo da adiposidade
abdominal, melhora da resposta imune, capacidade antioxidante frente ao

estresse oxidativo e protecdo a peroxidacao lipidica (JASKULSKI et al., 2018).

3.5. Araca (Psidium cattleyanum Sabine)
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O aragazeiro produz frutos popularmente conhecidos como araca. E uma
planta arbérea que apresenta fruto globoso cuja casca pode ser vermelha,
amarela (KOCH et al., 2021). A polpa é suculenta, doce, um pouco acida e
picante e possui coloragdo branca amarelada ou avermelhada com multiplas
sementes (PEREIRA et al., 2021; GW0OZDZ, 2021). Cultivado da Bahia até o Rio
Grande do Sul onde costuma florescer de junho a dezembro e os frutos
amadurecem de setembro até marco e podem se adaptar a extremos de agua e
de temperatura (KOCH et al., 2021). No Brasil, ndo héa plantio de araca voltado
exclusivamente a prética industrial. A fruta ainda tem um carater silvestre, sendo
consumida principalmente “in natura" e ndo como um produto manufaturado.
Apresentam importancia ecologica, pois seus frutos sdo fontes de alimento a
fauna silvestre (KOCH et al., 2021). Muitos animais que consomem esses frutos,
acabam veiculando a dispersao das sementes e favorecendo a sobrevivéncia e
permanéncia dessa espeécie (KOCH et al., 2021). Além disso, 0 araca possui
relevancia econdmica, no entanto, seu consumo torna-se um desafio, visto que,
€ muito perecivel e, uma vez colhida, dura apenas 3-4 dias em temperatura
ambiente (CORREA, 2011; PATEL, 2012).

Naforma in natura possui altos niveis de compostos fendlicos que podem
chegar até 768 mg/100 g polpa de fruta fresca (MEDINA et al., 2011). O extrato
de araca vermelho também é rico em compostos fendlicos como cianidina-3-O-
glicosideo, malvidina-3-glicosideo, quercetina, kaempferol, catequina, miricetina
e acidos elagico, 4-hidroxibenzoico, p-cumarico, siringico e vanilico (PEREIRA
et al., 2020).

O extrato de frutas de araca possui efeito antiproliferativo in vitro em
células cancerigenas de MCF-7 (mama) e Caco-2 (cOlon) devido ao alto
contetdo de compostos fendlicos. Além disso, apresentou potencial
antioxidante, testado por meio de ensaio de levedura e de ensaio de eliminacao
do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (MEDINA et al., 2011).

A bioatividade relatada para o aracad € atribuida principalmente aos
compostos fendlicos os quais sdo metabolismos especializados, conhecidos por
apresentar alta capacidade antioxidante (VERMA et al., 2013). Nesse sentido,
esses compostos atuam na reducao de aterosclerose, doencgas cardiovasculares

e DM2. Outros compostos presentes no fruto de araca incluem minerais, acidos
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graxos, agUcares, compostos volateis e carotenoides que também podem
contribuir para satde humana (PEREIRA et al., 2018).

Os polifendis reduzem a inflamacdo suprimindo as citocinas pro-
inflamatoérias na doenga inflamatéria intestinal, além disso, pode atuar na
prevencao/tratamento de doencas autoimunes como DM1, artrite reumatoide e
esclerose multipla, regulando as vias de sinalizacao, suprimindo a inflamacéo e
limitando a desmielinizacdo (SHAKOOR, 2021). Ainda, interferem no processo
inflamatorio de diversas maneiras, e assim contribuem para reduzir a resisténcia
a insulina. Estes podem inibir a sintese de mediadores pro-inflamatorios, tais
como IL-6, IL-8, TNF-a (MARGINA, 2020), além de inibir a sinalizag&o da via NF-
Kb e ativar a via MAPK (HUSSAIN, 2016; KANG, 2019). A ativagdo de MAPK
permite a translocacdo de GLUT-4 mediado por insulina para a membrana
plasmatica, dos tecidos muscular e adiposo, permitindo assim o aumento do
transporte de glicose para dentro da célula (KANG, 2019).

Nesse sentido, novas estratégias para atingir a inflamacao associada a
obesidade tém o potencial de serem eficazes no tratamento de varias doencas
cronicas, incluindo DM2.

A administracdo do extrato araca vermelho (200 mg/kg/dia por 150 dias)
em ratos Wistar alimentados com uma dieta altamente palatavel evitou
alteracOes causadas pela dieta, tais como, aumento do ganho de peso e gordura
visceral, niveis séricos de glicose, triglicerideos, colesterol total, LDL e IL-6
(OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, o araga foi comparado a metformina e
ambos preveniram o0 aumento dos niveis séricos de glicose, colesterol total,
triglicerideos, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e IL-6 induzidos
pelo DM2 (CARDOSO, 2022).

Os frutos de Psidium guajava L. (goiabeira) também pertencente a familia
Myrtaceae, demonstraram que apos 4 semanas de suplementacdo (125 e
250 mg/kg) reduziu os niveis de glicose no sangue de maneira dependente da
dose em comparagéo com ratos diabéticos controle (HUANG, 2011). Na polpa
da goiaba sao encontrados compostos fenélicos como a quercetina e a catequina

gue estao presentes também no aracd (MENEZES, 2016).

3.6. Formulacao de iogurte suplementado com probidtico e extrato

de frutas
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Os produtos alimenticios bioativos sao alimentos naturais ou
processados, fortificados com compostos ativos de atividade bioldgica conhecida
(TERPOU et al.,, 2019). Com a crescente demanda de consumidores por
produtos mais saudaveis, que atuam na prevencao e na reducao de problemas
de saude, houve um aumento no desenvolvimento de bebidas funcionais. Muitos
esforcos foram empregados para dar aos derivados lacteos propriedades
benéficas, como a adicao de ingredientes de valor agregado, como extratos de
plantas, prebidticos e probioticos (TRENTIN e DOS SANTOS, 2020).

Em estudo anterior, foi realizada uma formulagdo com araga-vermelho
liofilizado no iogurte grego. Verificou-se que além de boa aceitabilidade, a adi¢cao
do araca vermelho contribuiu com propriedades bioativas como antocianinas,
compostos fendlicos totais, carotenoides, flavonoides e atividade antioxidante
comparada a fruta in natura (GW0OZDZ, 2021).

Em um estudo realizado in vitro, foi determinada a capacidade
antioxidante e a atividade microbiana de varias cepas probidticas em
combinacdo com diversos extratos de frutas vermelhas ricas em antocianinas,
com o objetivo de desenvolver um produto alimentar funcional. Os resultados
demonstram um aumento na capacidade antioxidante pela unido do probiotico
com o extrato de frutas. Além disso, todos os extratos de frutas obtiveram
atividade antimicrobiana contra as cepas de Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (COMAN, 2018).

Além disso, o0s mesmos autores observaram que o0s extratos de frutas
demonstraram a capacidade de estimular o crescimento dos probioticos, assim,
ao avaliar o potencial prebidtico dos extratos foi observado que durante a
fermentacdo in vitro o extrato foi utilizado como fonte de carbono pelos
probioticos estimulando o seu crescimento (COMAN, 2018). Visto isso, verifica-
se a importancia do desenvolvimento de novos produtos que exercam acdes
benéficas ao organismo, tais como a reducdo dos niveis glicémicos e

inflamatorios.

4. Materiais e métodos

4.1. Obtencéo e preparo do extrato de araca
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Os frutos de aracad vermelho (AC 87) foram obtidos do Campo
Experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Para obtencéo do
extrato de araca, a semente foi retirada a fim de néo interferir sensorialmente no
iogurte. Para a extragdo, foi utlizado etanol 95%, na propor¢cédo 1:4
(amostra:solvente) e triturados em ultra-turrax para completa homogeneizacéo.
O extrato foi centrifugado e o sobrenadante coletado e rota-evaporado para total
eliminacao do residuo de solvente. O extrato foi liofilizado e armazenado a -80

°C em ultra freezer até a utilizagao.

4.2. Cultivo da bactéria probiética

L. lactis R7 foi caracterizada com potencial probidtico, em estudos
anteriores pelo grupo de pesquisa (CUNHA, 2021) e est4d armazenada na
colecdo de estogue de micro-organismos conservado, no Laboratério de
Nutrigendmica da Faculdade de Nutricdo — UFPel. L. lactis R7 foi inoculada em
meio de soro de leite pasteurizado, e incubada a temperatura de 37 °C por 12 h.
Apbs, este meio foi centrifugado e o soro de leite descartado. A cultura foi
liofilizada, e realizada contagem para verificar a concentragcdo bacteriana, e

posteriormente, armazenada em ultra-freezer a -80 °C.

4.3. Elaboracédo do iogurte
O iogurte foi elaborado a partir da mistura de 40 mL de iogurte natural

comercial (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus) e 1 litro de leite de vaca integral UHT. A formulag&o foi incubada
a 40 °C em iogurteira comercial (FunKitchen®) até atingir pH entre 4,5 - 4,6 e,
apoOs o término do processo, o iogurte foi resfriado por 12 horas até chegar a
temperatura de 4 °C. Posteriormente, quando o iogurte atingiu a temperatura
adequada foram adicionados:

e Xilitol (4,6%) - (tratamento I);

e Xilitol (4,6%) e L. lactis R7 (12 log UFC g!) na concentracdo

0,1% (tratamento IP);
e Xilitol (4,6%) com extrato de araca vermelho AC87 (4%)

(tratamento IA);
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e Xilitol (4,6%) com L. lactis R7 (12 log UFC g?) na
concentragdo 0,1% e extrato de araca vermelho AC87 (4%)
(tratamento IPA), sob homogeneizacdo moderada.
Os percentuais de adicdo do extrato de aracd foram determinados

sensorialmente.

4.4. Experimento in vivo

Foram utilizados modelos biolégicos de camundongos C57BL/6 machos
e fémeas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.
Foram utilizados setenta e dois (n=72) animais, com 60 dias de idade, mantidos
em gaiolas de polipropileno com grades de a¢o galvanizados com separadores
em aco inox (3 animais/ gaiola), em ambiente com controle de temperatura (23
+ 2 °C) e luz (12:12 horas ciclo escuro/claro). Os animais permaneceram em
adaptacao ao ambiente do laboratério e ao controle do consumo da dieta padréo
(Nuvilab®) e agua ad libitum por uma semana.

Grupos/tratamentos: Os animais foram divididos em dois grupos,
saudaveis e induzidos ao DM2, os quais sdo compostos por trinta e seis (n=36)
animais cada, sendo dezoito (n=18) fémeas e dezoito (n=18) machos em ambos

0S grupos, totalizando 72 animais, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Ensaio in vivo com administracédo de diferentes tratamentos.

Grupos Tratamento

1 — Controle (soro fisiologico) (C)
2 - logurte (1)
Animais saudaveis 3 - logurte + Probidtico (IP)
4- logurte + Araca vermelho (1A)
5 — logurte + Probiotico + Araca (IPA)

1 — Controle (soro fisiologico) (C)
2 - logurte (1)

Animais induzidos ao DM2 3 - logurte + Probidtico (IP)
4- logurte + Araca vermelho (1A)

5 — logurte + Probidtico + Araca (IPA)




32

Inducdo ao diabetes/tratamento: O diabetes mellitus tipo 2 foi induzido através
da administracdo de uma dieta hipercalérica ao longo de 10 meses. A dieta tinha
a seguinte composicao: 25% racdo padrdo, 23% amido de milho, 34% leite
condensado, 8% acucar e 10% gordura (6leo de soja e banha suina). Além disso,
foi administrada uma injecéo intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) da Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo., EUA (150 mg/kg de peso, dividido em duas doses). Esses
procedimentos foram realizados nos grupos de animais induzidos ao DM2 (C; I;
IP; IA e IPA), e esses grupos foram comparados aos grupos controle
correspondentes (C; [; IP; 1A e IPA).

Ap6s a inducdo e o desenvolvimento do diabetes, os tratamentos foram
iniciados. Eles foram administrados por gavagem, com uma dosagem de 1 mL
para cada 100 g de peso corporal, diariamente por 30 dias. Essa dosagem foi
calculada com base na média de pesos dos machos e fémeas antes do inicio do
tratamento, que era aproximadamente 30 g. Embora o volume a ser administrado
fosse de 300 pl, foi administrado um volume menor (100 pl), mantendo a
concentragcdo dos componentes adicionados.

Durante o periodo de tratamento, os animais continuaram recebendo a

dieta hipercalodrica.

45. Peso corporal e consumo alimentar durante a inducédo e

tratamento

O peso corporal dos animais e o consumo alimentar foram monitorados
mensalmente. As medi¢des individuais de peso foram realizadas usando uma
balanca digital. Para avaliar o consumo alimentar, foi fornecido um total de 150
gramas de racdo comercial por gaiola a cada semana para o0 grupo saudavel.
Para o grupo induzido ao DM2, foi fornecida uma média de 90 gramas de dieta
hipercalorica por gaiola, também semanalmente. O consumo alimentar foi
calculado subtraindo a quantidade de racéo restante na gaiola apés o periodo
de fornecimento.

Em seguida, os dados de consumo de cada gaiola foram agrupados com
base nos seus respectivos grupos (fémeas saudaveis, machos saudaveis,
fémeas induzidas ao DM2 e machos induzidos ao DM2) para analisar as

tendéncias de consumo ao longo dos dias.
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4.6. Eutanasia

Anterior a eutanasia os animais foram submetidos a um jejum de 4 horas
e, posteriormente, sedados com isoflurano (Isoforine®, Cristélia, Itapira — SP,
Brasil) e eutanasiados por puncéo cardiaca, seguindo os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA, 2004).

O manuseio dos animais e 0s procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com a Legislacao Brasileira (LEI N° 11.794 de 8 de outubro
de 2008), seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA). Para a realizacdo desta pesquisa, foi
utiizado o menor numero possivel de animais, assim como métodos que
diminuam o desconforto destes. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
e Experimentacdo Animal (CEEA) sob o niumero 18783-2020 da Universidade
Federal de Pelotas.

Apés a eutanasia foram coletados o sangue dos camundongos para
analises bioquimicas e hematoldgicas. Ademais, os 6rgdos como o figado,
coracdo, rim e gordura total foram excisados e pesados individualmente para
serem utilizados em analises complementares e/ou projetos futuros. Estes foram
pesados e imediatamente armazenados a -80 °C em ultra freezer até 0 momento
das andlises. Estes procedimentos foram realizados com auxilio de uma Médica

Veterinaria com conhecimento especifico sobre as técnicas.

4.7. Analise hematolégica

Os parametros hematolégicos dos camundongos foram avaliados ap6s
puncdo cardiaca e coleta do sangue total em tubos contendo EDTA
(Vacutainer®). As determinacdes foram realizadas de forma automatizada
utilizando o equipamento KX21 (Sysmex). Os leucocitos totais (WBC), eritrocitos
totais (RBC), hemoglobina (HBG), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio
(MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e plaquetas foram determinados

e utilizados nesse estudo.

4.8. Perfil bioquimico
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O sangue total dos camundongos foi coletado por puncédo cardiaca e
transferido para tubos Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) contendo
EDTA (acido etilenodiamina tetra-acético). Apos, os tubos foram centrifugados a
2500 rpm por 15 minutos. O plasma foi separado e utilizado na avaliacdo dos
parametros bioquimicos utilizando kits comerciais da marca Labtest (Minas
Gerais, Brazil), no analisador automéatico Cobas MIRA® (Roche Diagnostics,

Basel, Switzerland).

4.9. PCR Quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

O mRNA total foi extraido do figado usando TRIzol reagente (Invitrogen™,
Carlsbad, EUA) e quantificado por Nanovue Plus Spectrophotometer™ (GE®).
A sintese de cDNA foi realizada usando o kit HighCapacitycDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems™ Reino Unido) de acordo com o protocolo
do fabricante. As reagdes de PCR em tempo real foram executadas em um
sistema de PCR em tempo real Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA) usando SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Reino Unido). Os primers utilizados foram: Interleucina 1-beta (IL-
1B), receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-y1), interleucina-10
(IL-10), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), leptina e
gene associado a massa gorda e obesidade (FTO). A expressado génica foi

normalizada usando B-actina (ACTB) como gene de referéncia.

4.10. Anélise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizada andlise de variancia (two-way
ANOVA) com auxilio do Software GraphPad Prism 6 para Windows para
comparacdo entre os diversos parametros avaliados no experimento.
Considerando diferenca significativa para ANOVA, foi utilizado o Teste Tukey

para verificar se os grupos diferiam entre si.

5. Resultados e discusséao
5.1. Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal, assim como, o ganho de peso final esta disposto na
figura 1. Foi observado que todos os grupos (camundongos saudaveis e

induzidos ao DM2) demonstraram ganho de peso significativo (p < 0.0001) ao
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longo dos 10 meses do experimento. As fémeas apresentavam peso inicial
menor em relacdo aos machos, o que resultou em uma diferenca significativa
entre os sexos. No entanto, apos esse periodo inicial, a evolucdo do peso ao

longo do tempo se manteve semelhante entre machos e fémeas.
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Figura 1. Peso corporal e ganho de peso final dos animais saudaveis e induzidos ao
diabetes mellitus tipo 2 ao longo dos 300 dias (10 meses). Valores expressos em média

* desvio padréo.

Em relagc&o ao ganho de peso final, os camundongos fémeas saudaveis
apresentaram peso inicial médio de 20,48+1,33 e peso final de 25,16+1,67,
evidenciando um ganho médio de 4,68 g. Ja os camundongos fémeas induzidos
ao DM2 tinham peso médio de 20,16+0,94 inicialmente e, ao longo do
experimento, apresentaram um aumento médio de aproximadamente 6,17 g.

Quanto aos camundongos machos, 0os animais saudaveis tiveram peso
inicial médio de 26,92+1,48, que aumentou para 32,66 g ao final do experimento,
representando um ganho médio de peso de 5,74 g. Por outro lado, os animais
machos induzidos ao DM2 tiveram peso inicial médio de 26,04+1,24 e peso final
de 33,83%1,17, evidenciando um aumento médio de peso de 7,79 g ao longo do
experimento.

Apesar do ganho de peso, ndo foram observadas diferencas significativas

entre o grupo saudavel e o grupo induzido ao DM2, tanto nas fémeas quanto nos
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machos. Isso reforca que a dieta hipercaldrica administrada ao grupo de indugéo
nao resultou em ganho de peso adicional significativo em relagdo aos grupos
saudaveis.

Por outro lado, um estudo anterior relatou resultados significativos no
ganho de peso final entre os grupos submetidos a dieta comercial e dieta
hiperlipidica em camundongos C57bl/6 machos. Os animais que foram
submetidos a dieta comercial possuiam peso inicial de 24,67+0,47 g e ao final
de 12 semanas possuiam peso final de 29,44+0,65, evidenciando um ganho de
peso de 4,78+0,32. J& para os animais que foram submetidos a dieta
hiperlipidica, possuiam peso inicial de 24,60+0,99 g e peso final de 38,20+1,74,
representando um ganho de peso de 12,22+1,04. Ao realizar a comparac¢ao do
total de ganho de peso de ambos os grupos, verificou-se aumento significativo
no grupo submetido a dieta hiperlipidica (p=0.001) (PEREIRA et al., 2018).

Em relagdo ao consumo alimentar expresso pela figura 2, somente as
fémeas, tanto as saudaveis (p < 0,01) quanto as induzidas ao DM2 (p < 0,001),
apresentaram consumo significativo ao longo do experimento. Embora as
fémeas tenham demonstrado maior consumo alimentar e ganho de peso
significativo, & importante ressaltar que ndo foram identificadas diferencas
significativas no ganho de peso final entre o grupo saudavel e o grupo induzido

ao DM2, tanto nas fémeas quanto nos machos.
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Figura 2. Consumo alimentar dos animais saudaveis e induzidos ao diabetes mellitus

tipo 2 ao longo dos 300 dias (10 meses).
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O padrdo predominante de consumo observado entre as fémeas neste
estudo néo parece ser replicado em outra pesquisa que envolveu uma dieta
hiperlipidica. Camundongos C57BL/6J de ambos 0s sexos passaram por
avaliacdo dos efeitos de diferentes dietas ao longo do tempo. Eles foram
monitorados a partir das 8 semanas de idade até as 43 semanas, enquanto eram
submetidos a duas dietas distintas: uma com baixo teor de gordura (LFD, com
10% das calorias provenientes de gordura) e outra com alta concentracdo de
gordura (HFD, com 45% das calorias provenientes de gordura). No grupo HFD,
observou-se que o0s machos apresentaram um consumo de energia
significativamente maior do que as fémeas (p < 0,0001 para todas as semanas).
Por outro lado, no grupo LFD, n&o foi identificada diferenca significativa até a
semana 43 (p até = 0,0103) (YANG et al., 2014).

Neste estudo, a maior concentracdo de calorias provém de carboidratos.
E conhecido que tanto um maior teor de carboidratos quanto uma maior
concentracdo de lipidios resultam em dietas hipercaloricas, levando a um
aumento significativo na ingestdo de energia. Essas dietas, chamadas de
obesogénicas, induzem a hiperfagia, ao acumulo de gordura visceral e a
resisténcia a insulina (CASTRO et al., 2018).

5.2. Parametros bioquimicos

Os parametros bioquimicos estdo expressos na tabela 2. A glicemia de
jejum aumentou no grupo controle dos induzidos ao DM2, porém apesar disso,
a inducao néo foi eficiente para alcancar os niveis desejados para caracterizar
DM2, ja que em estudos anteriores os autores consideram como camundongo
diabético a apresentacdo de niveis glicémicos = 300 mg/dL (SPILLER, 2012;
BELLA, 2017). As medicbes de glicemia plasméatica obtidas neste estudo nos
grupos de controle para os camundongos induzidos foram de 94,8+2,00 para as
fémeas e 97,4+0,84 para os machos. Apesar desses valores, os resultados
indicam um potencial benéfico dos tratamentos para controlar a glicemia.

Machos e fémeas induzidos ao DM2 apresentaram uma reducdo na
glicemia apos receberem os tratamentos, em comparag¢do com seus respectivos
controles. Notaram-se reduc¢des especialmente pronunciadas no tratamento com

IP, alcan¢cando 35.38% para machos e 35.83%para fémeas.
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De modo semelhante, alguns estudos demonstraram potencial
antihiperglicémico, onde a ingestéo de iogurte contendo Lactobacillus plantarum
OLL2712 por 12 semanas reduziu os niveis de hemoglobina glicada em adultos
pré-diabéticos (TOSHIMITSU, 2020). Além disso, o extrato de araca vermelho,
gque €& um componente das formulacbes IA e IPA neste estudo, também
demonstrou a capacidade de reduzir os niveis de glicose in vivo (OLIVEIRA et
al., 2018).



Tabela 2. Determinacdo dos parametros bioquimicos realizados em todos os animais do experimento apos 30 dias de tratamento.

Fémeas saudaveis

Fémeas induzidas ao DM2

Controle I IP 1A IPA Controle I IP A IPA
Glicose (mg. dLY) | 77,0+4,24% 71,2+1,69° 76,8+2 543 66,1+2,40° 62,7+3,25P 94,8+2,00% 80,3+1,34° 60,9+1,55¢ 65,1+1,55" 72,3+1,55P
ALT* (U.L 27,0+1,41% 49,0£2,79°  455+2 12  76,0+4,24%*  21,0£2,86°* | 109,0+2,80°  93,5+3,53" 26,5+3,53°  113,0#4,24%  92,0+2,82°
AST (U.L'YH 143,0+4,24° 106,0+2,549  103,0+1,41% 178,0+2,82>  214,0+#5,65% | 151,9+1,55° 164,2+3,88> 185,042,472  187,3+3,74%  127,6+3,32°
Albumina (g.dL™?) 3,6+0,072* 3,1+0,22% 3,1+0,14% 3,7+0,10%* 2,75+0,49° 2,540,432 3,1+1,02 2,9+0,082 2,840,342 2,2+0,102
Machos saudaveis Machos induzidos ao DM2
Glicose (mg. dL) | 63,0+1,41°* 74,043,952 61,4+2,26° 63,2+2,54° 73,4+1,972 97,4+0,842 69,6+2,33¢ 63,0+1,76° 70,5+1,20"° 72,5+0,70°
ALT (U.LY 65,0+1,41° 122,542,123  86,0+2,83>*  50,0+1,41%*  78,5+3,53% 71,0+1,41° 86,0+2,80% 44,5+2 124 38,5+0,70¢ 55,5+2,12¢
AST (U.LY 166,5+4,95%  172,0+2,82%*  21,5+0,70%*  155,0+1,41° 158,5+2,12° | 2121+2,68% 117,543,539 141,5+2,12° 156,5+4,94° 128,0+2,89°
Albumina (g.dL™) 2,5+0,14" 3,150,703 2,3+0,03°¢ 3,1+0,10% 2,8+0,11* 2,8+0,82 2,1+0,17° 2,2+0,16° 2,840,112 2,2+0,13°

*ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase.

I: iogurte; IP: iogurte probidtico; IA: iogurte com araca; IPA: iogurte probidtico suplementado com extrato de araga vermelho.

Letras iguais na linha para cada grupo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

*Diferenca significativa comparando o mesmo tratamento entre os grupos saudaveis e induzidos ao DM2.
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A avaliacdo das enzimas hepaticas ALT e AST é essencial para rastrear
a possivel presenca de DHGNA. Essa doenca é altamente prevalente na
obesidade e no DM2, sendo caracterizada pelo acamulo excessivo de gordura
nos hepatocitos (VAN GAAL, 2006) e, consequente, elevacdo das enzimas
hepéticas (CAXAMBU, 2015). Em individuos adultos, acredita-se que a
resisténcia insulinica leva a esteatose hepatica por aumento da lipdlise no tecido
gorduroso e muscular, aumentando assim o fluxo de acidos graxos livres para o
figado através da veia porta, que serdo armazenados na forma de triglicerideos
(FISHBEIN, 2006).

Em relacdo ao grupo de fémeas induzidas ao DM2, identificou-se uma
notavel tendéncia de reducdo nos niveis de ALT ap6s alguns tratamentos. Os
resultados indicam que os tratamentos com os compostos |, IP e IPA foram
eficazes em reduzir significativamente os niveis de ALT em compara¢do com o
controle do mesmo grupo. As redugdes percentuais foram particularmente
notaveis com o tratamento IP apresentando uma reducdo substancial de
75,23%.

No caso dos machos induzidos ao DMZ2, observou-se reducdes
significativas nos niveis de ALT com os tratamentos IP, IA e IPA. O tratamento
IA obteve a reducdo mais expressiva, alcangcando uma diminuicédo de 45,07%
nos niveis de ALT. Esses achados sugerem que os tratamentos com adicdo de
ativos, como o probiético e o extrato de araca, especialmente quando
administrados isoladamente, foram mais eficazes ao reduzir os niveis de ALT
tanto nos machos quanto nas fémeas induzidas. Por outro lado, a combinacéo
dos dois ativos também resultou em reducfes significativas, porém menos
acentuadas em relagdo aos tratamentos isolados.

A maior eficacia observada com o tratamento IA em machos induzidos
contrasta com um estudo prévio realizado com ratos machos Wistar alimentados
com uma dieta altamente palatavel. Nesse estudo anterior, a administracéo de
extrato de araga vermelho néo teve efeito na redugédo da ALT (OLIVEIRA et al.,
2018).

Além disso, nas fémeas induzidas, foram observadas reducdes
significativas nos niveis de ALT com o tratamento IP, resultando em uma
diminuicdo de 41.76% em relacdo ao grupo de fémeas saudaveis. Nos machos,

todos os tratamentos conduziram a reducfes nos niveis de ALT no grupo
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induzido em comparacdo com o grupo de machos saudaveis. Entre os
tratamentos, o IP se destacou ao proporcionar a maior reducdo, atingindo
48.84%.

Houve aumento significativo (75,23%) na atividade da enzima ALT no
grupo de fémeas induzidas do grupo controle em compara¢cdo com as fémeas
saudaveis. No entanto, determinados tratamentos, em especial o IP,
demonstraram ser altamente eficazes na reducdo dessa enzima. As enzimas
ALT e AST avaliam a fungdo hepatica. A rapida elevagdo da ALT indica leséo
hepatica, e quando associada a um aumento na concentracdo de AST, indica
um dano profundo dos hepatdcitos (SILVA-SANTANA, 2020). O rastreamento
para disfun¢cBes hepaticas, como uma deposicdo de triglicerideos nos
hepatdcitos, pode ser realizada a partir destas enzimas, sendo a ALT o marcador
mais especifico na disfuncéo hepatica comparado & AST (CAXAMBU, 2015).

No que diz respeito a enzima AST, observou-se uma resposta mais
significativa aos tratamentos em machos induzidos ao DM2, com reducgdes
notaveis em todos os tratamentos em comparagdo ao grupo de controle.
Especificamente, o tratamento | resultou em uma reducéo de 44,61%, seguido
pelo tratamento com IPA, que apresentou uma reducéo de 39,69%. Ao comparar
0os machos induzidos ao DM2 com os machos saudaveis, notamos que 0s
primeiros apresentaram redugdes nos niveis de AST nos tratamentos com | e
IPA, com redugdes de 32,27% e 19,23%, respectivamente.

Em relacdo a albumina sérica, os baixos niveis podem estar associados
areducdo no consumo de proteinas e calorias. Além disso, essa condi¢do pode
estar relacionada ao aumento da excrecdo urinéaria de albumina, a qual se
associa a um maior risco de insuficiéncia renal terminal, independentemente de
fatores como a relagdo albumina-creatinina, taxa de filtrag&o glomerular e outros
riscos a saude (WALTHER, 2018). A doenca renal diabética, uma das
complicagcbes mais comuns do diabetes, ocorre devido ao metabolismo anormal
da glicose (DAI, 2022). E valido mencionar que, no presente estudo, ndo foram
coletadas amostras urinarias para determinar uma possivel ligacdo com a
hip6tese mencionada.

Neste estudo, observou-se predominantemente reducfes nos niveis

séricos de albumina com diferentes tratamentos, com excecdao do aumento nos
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niveis de albumina sérica nos tratamentos com | e IA, que apresentaram
acréscimos de 26,00% e 24,00%, respectivamente, em machos saudaveis.

Nos machos induzidos, os tratamentos (I, IP e IPA) resultaram em niveis
de albumina abaixo do valor de referéncia para machos, estabelecido em 2,35 +
0,12. Ao comparar machos saudaveis com machos induzidos, notou-se
reducdes nos niveis de albumina nos tratamentos | e IPA em machos induzidos.
Em relacdo as fémeas saudaveis, observou-se niveis reduzidos com o
tratamento IPA, e ao comparar o grupo de fémeas saudaveis com o grupo de
fémeas induzidas, o tratamento IA reduziu os niveis de albumina nas fémeas
induzidas. No entanto, essas redu¢cfes ainda permanecem acima da média
proposta por Silva-Santana et al. (2020), onde as fémeas apresentaram um nivel
sérico de albumina de 2,10 * 0,47.

A albumina sérica ndo apenas avalia a saude renal, mas também é
considerada uma proteina de fase aguda negativa. Suas concentracdes
diminuem em resposta a processos inflamatorios, o que pode estar relacionado
com os resultados observados (MAGGIORE, 2005).

5.3. Parametros hematolégicos

O aumento do indice de massa corporal (IMC) possui relacdo com
menores concentracdes de ferro sérico (PURDY, 2021). A associacdo entre
obesidade, deficiéncia de ferro e contagem de globulos vermelhos pode estar
presente, mas permanece incerta em relacdo ao seu mecanismo. O mecanismo
mais aceito, indica que o estado inflamatério crénico associado a obesidade é
responsavel por causar o aumento sérico da hepcidina o que resulta na redugao
da absorcéao do ferro na dieta. A hepcidina € um horménio peptidico produzido
em grande parte pelo figado, que controla a atividade da ferroportina-1, um
exportador de ferro. O aumento dos niveis séricos de hepcidina resulta na
reducdo da absorcéo de ferro por meio da regulacédo negativa do exportador e
do aumento do sequestro de ferro nos enterdcitos, hepatécitos e macréfagos que
armazenam ferro, levando a reducao da biodisponibilidade do ferro (PURDY,

2021). No geral, poucas alteragdes foram observadas nos diferentes grupos.
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Tabela 3. Hemograma comparando o efeito do tratamento com iogurte, iogurte+aracd, iogurte+probidtico, iogurte+probidtico+araca e controle em grupos de camundongos

saudaveis e induzidos ao diabetes tipo 2 apds 30 dias de tratamento.

Fémeas Saudaveis Fémeas induzidas ao DM2
Controle [* IP IA IPA Controle I IP 1A IPA

RBC** (x10%/uL) | 6,62+1,78°  8,23+0,69%°  7,67+0,62%" 10+0,212 8,23+0,40%" 6,62+2,73% 7,9+0,972 6,4+1,952 8,740,142 8,1+0,022
HBG (g/dL) 10,4+2,1° 12,940,352 11,5+1,04° 14,9+0,912 12+0,32% 12,7+1,132 11,4+1,412 10,5+2,152 11,3+2,052 11,8+0,072
HCT (%) 33,6%8,06% 413,112 37,743,343 49+4,242 40,23+1,59% | 42,5+1,972 37,944,872 31,948,592 34,8+8,332 39,3+1,272
MCV (fL) 51+1,55% 49,840,452  49,2+0,52%  49,7+0,42%  48,9+0,792 | 50,8+3,95%  47,8+0,4932 50,4+2,83%  49,5+1,872 48,4+1,69%
MCH (pg) 15,8+1,15%*  15,76+0,922 15+0,542 15,05+0,072 14,6+0,352 20,6+6,782 14,3+0,14° 16,9+2,103° 16,240,403 14,6+0,143°
MCHC (g/dL) 31,1+1,89%  31,6+1,58% 30,440,902 30,240,352 30+0,402 29,944,032 30,5+0,072 33,4+2,86% 32,942,002 30,1+0,772
PLT (x108/pL) 950+59° 1231+1323°  1439+366%° 705+49° 1613+1673 925+35,3? 1067+3732 1265+4432 1457+2842 760+2222

Machos Saudaveis Machos induzidos ao DM2
RBC (x108/uL) 8,54+0,14%  8,19+0,072 6,97+2,072 8,230,372 7,91+0,772 7,10+1,432 8,550,212 7,930,862 8,47+0,09% 6,65+1,33%
HBG (g/dL) 12,840,252 12,440,152 12,440,552 12,240,232 12,45+0,12% | 11,6+0,842 12,540,072 12,040,772 12,440,362 10,9+0,83?
HCT (%) 42,7+0,80%° 40,640,502 42+1,012 40,8+1,82 38,843,342 36,7+5,79%  41,95+0,30®  39,9+2,822 41,3+0,85% 35,7+3,672
MCV (fL) 49,9+0,15%  49,6+0,75% 51,9+2,18% 49,5+0,12 49,4+1,03% 48,8+4,39% 48,7+0,812 50,4+1,90% 48,8+0,60% 51,6+5,58%
MCH (pg) 15,0+0,052  15,1+0,292 18,945,912 14,840,472 15,7+1,672 14,343,452 14,5+0,402 15,140,772 14,6+0,302 15,642,152
MCHC (g/dL) 30,1+0,10* 30,440,392 29,542,012 30+0,882 31,942,592 28,7+4,78% 29,7+0,322 30+0,35% 29,940,322 30,3+0,86%
PLT (x108/pL) 900+40° 1785+162%°  1006+2913° 750+56° 1933+462 1144+382 10562052 1771412 1490,5+5382 1404+5902

*|: iogurte; IP: iogurte probidtico; IA: iogurte com araca; IPA: iogurte probidtico suplementado com extrato de aracd vermelho. **Eritrocitos totais (RBC), hemoglobina (HBG), hematdcrito (HCT), volume corpuscular
médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC) e plaquetas (PLT). Letras iguais na linha para cada grupo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05). *Diferenca significativa comparando o0 mesmo tratamento entre os grupos saudaveis e induzidos ao DM2.
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Os niveis de eritrocitos (RBC) e hemoglobina (HBG) apresentaram
aumento significativo no tratamento IA do grupo de fémeas saudaveis, em
comparagao com o controle do mesmo grupo. Esses achados sugerem um efeito
benéfico do tratamento IA nos parametros hematoldgicos analisados.

Os niveis de hemoglobina corpuscular média (MCH) n&o apresentaram
variacfes significativas em machos e fémeas saudaveis, assim como nos
machos induzidos, porém, em fémeas induzidas o tratamento | resultou em
niveis menores de MCH em relag&o ao controle do mesmo grupo. Vale destacar
gue, quando comparadas com o grupo de fémeas saudaveis e os valores de
referéncia de Silva-Santana et al. (2020), os valores de MCH encontram-se
dentro da normalidade para as fémeas (14,10 £ 2,56).

No que diz respeito as plaguetas (PLT), observou-se um aumento
significativo no tratamento IPA em ambos os grupos de fémeas e machos
saudaveis. No entanto, no grupo dos induzidos ao DM2, ndo foram identificadas
diferencas significativas entre os tratamentos e os grupos de controle. Em
comparacao, as fémeas induzidas tiveram uma reducao nos niveis de plaquetas
no tratamento com IPA em relacédo as fémeas saudaveis de aproximadamente
52,83%. Embora a obesidade esteja associada ao aumento da contagem de
plaquetas devido a influéncia da IL-6 e outras interleucinas na produgdo de
trombopoietina, horménio que estimula a producdo de plaquetas, esses
resultados néo revelaram diferencas significativas entre os grupos saudaveis e
induzidos em relacéo ao aumento de plaquetas nos grupos de controle, tanto em
machos quanto em fémeas (PURDY, 2021).

Para concluir, a andlise dos resultados sugere que o tratamento |A pode
ter efeito benéfico no aumento dos eritrécitos e hemoglobina, enquanto o
tratamento IPA pode ter efeitos benéficos na reducéo de plaquetas. Além disso,
embora tenha sido observada uma reducdo nos niveis de MCH em um dos
tratamentos, a auséncia de variagdes significativas em outros parametros pode
indicar uma resposta estavel aos tratamentos nos grupos estudados. Esses
achados destacam a importancia dos tratamentos, tanto de forma isolada com
IA, quanto em combinacdo com IPA, na possivel melhoria da saude
hematologica. No entanto, para uma conclusdo mais robusta sobre a eficacia

dos tratamentos, sdo necessarios estudos adicionais que possam avaliar
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possiveis beneficios a longo prazo e compreender mais profundamente as

interacBes entre os tratamentos e 0s parametros hematoldgicos.

5.4. Expressao génica de adipocinas no figado

Na obesidade, a via pré-inflamatéria dos macrofagos € altamente ativada,
conduzindo a producao de adipocinas. Estas, podem agir de forma paréacrina ou
endécrina, atuando em outros 6rgaos como: figado e musculo esquelético
(LEFRANC, 2018).

Os resultados obtidos da expressao génica de adipocinas estdo descritos
na figura 3. Observou-se que fémeas e machos induzidos ao DM2 néo
demonstraram diferenga significativa entre os tratamentos e o controle do
mesmo grupo. Esse resultado pode indicar que no grupo de induzidos os
tratamentos ndo foram efetivos. Nos animais saudaveis observou-se aumento
na expressao das adipocinas IL-18 em machos e fémeas, e IL-6 e TNF-a em

fémeas.
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Figura 3. Expressao de genes pro-inflamatérios (IL-18; IL-6; TNF-a).
IL-1B machos (A); IL-13 fémeas (B); IL-6 machos (C); IL-6 fémeas (D); TNF-a machos (E); TNF-
a fémeas (F).
I: iogurte; IP: iogurte probidtico; IA: iogurte com araga; IPA: iogurte probidtico suplementado com
extrato de araca vermelho.
*Tratamento apresenta diferenca significativa entre os grupos saudavel e diabético (p<0.05).
Letras minuUsculas iguais ou ausentes ndo diferem entre si, para o fator tratamento, dentro de
cada grupo (saudavel e diabético) pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo a IL-1B, nos machos saudaveis observou-se aumento na

expressdo dessa citocina no tratamento com IP. Estudo anterior, concluiu que a
IL-1B8 prejudica a sinalizagdo da insulina nos tecidos periféricos e reduz a
sensibilidade a insulina e a secregado nas células B (LI, 2022). Ao realizar a
avaliacdo entre 0s grupos, ou seja, saudaveis e induzidos, observou-se que
houve reducéo significativa na expressdo deste mesmo tratamento (IP) nos

machos induzidos em comparacdo aos saudaveis. Nas fémeas saudaveis a
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expressédo do gene IL-1p foram elevados no tratamento com IP. Expressao
reduzida deste gene (IL-1B) foi observada no grupo induzido apds o tratamento
com IP.

Ao avaliar IL-6 observou-se aumento da expressdo em fémeas saudaveis
no tratamento com IA. Expresséo reduzida foi observada em fémeas induzidas,
no tratamento com IA em comparacado com as saudaveis. Em machos saudaveis
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e entre 0s grupos.

Quanto ao TNF-a verificou-se aumento da expressdo nas fémeas
saudaveis apos tratamento com IA, e reducdo no grupo induzido. A
administracdo de extrato de jabuticaba Sabara (Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg)
rico em compostos fendlicos dentre estes, o acido elagico, substancia que
também é encontrada no araca vermelho, promoveu reducédo de TNF-a tanto no
tecido adiposo epididimal quanto no tecido hepéatico de camundongos C57BL/6
(CUNHA, 2016). Em machos saudaveis ndo houve diferenca significativa na
expressao entre os tratamentos e entre 0s grupos.

Portanto, a reducdo na expressao de IL-1B, IL-6 e TNF-a no grupo
induzido demonstrou ser benéfica, visto que, além de melhorar a inflamacéao
hepatica podem contribuir para a homeostase da glicemia.

Ao analisar a expressao das adipocinas PPAR-y1 e IL-10 (figura 4), ndo
foi observada diferenca significativa entre os tratamentos e controle, em ambos
0S grupos machos e fémeas tanto saudaveis quanto os induzidos. Essas
adipocinas possuem carater anti-inflamatorio e indicam que os tratamentos n&o
influenciaram no aumento da expresséao destes genes. De acordo com De Luca
(2008); Leon-Cabrera (2015) e Li (2022A) a reducédo na expressao de IL-10 e
PPAR-y esta correlacionada com resisténcia a insulina.

Ademais, os resultados para  0s genes leptina e FTO
ndo foram expressos para as amostras e, portanto, ndo estdo dispostos nos

graficos apresentados.
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Figura 4. Expresséo de genes relacionados a adipogénese.

PPAR-y1 machos (A); PPAR-y1 fémeas (B); IL-10 machos (C); IL-10 fémeas (D).
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I: iogurte; IP: iogurte probidtico; IA: iogurte com aracga; IPA: iogurte probidtico suplementado com

extrato de araca vermelho.

Letras ausentes ndo diferem entre si, para o fator tratamento, dentro de cada grupo (saudavel e

diabético) pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5.5. Parametros inflamatoérios

A ferritina, contagem de leucécitos, proteina C reativa (PCR) e velocidade
de hemossedimentacdo (VHS) sdo comumente utilizadas como marcadores de
inflamacéo e infeccdo. Além desses, as proteinas séricas, incluindo as
globulinas, também podem ser utilizadas como indicadores de processos
inflamatorios (SILVA-SANTANA, 2020; PEREIRA, 2022). As proteinas totais,
englobam todas as proteinas presentes no sangue, incluindo a albumina e
globulinas (alfa, beta e gama). Tais proteinas desempenham diversas func¢des
como a manutencao da pressao sanguinea, transporte de hormonios, minerais
e lipidios (RESTEL,2012). As concentracdes de proteinas totais podem
aumentar em resposta a processos inflamatorios, assim como as globulinas, com
especial énfase no aumento da fracdo de a-globulina (SILVA, 2006; SILVA,
2008; SILVA-SANTANA, 2020;). Os parametros inflamatérios analisados neste
estudo estéo apresentados na Tabela 4.

Ao examinar as concentracdes de proteinas totais e globulinas totais,
notou-se reducdes significativas em fémeas saudaveis que receberam o
tratamento IA. Especificamente, houve uma reducado de 16,39% nos niveis de
proteinas totais e de 42,08% nos niveis de globulinas totais em comparacdo com
0 grupo controle de cada um dos grupos.

No grupo de fémeas induzidas, observou-se redugdes igualmente
significativas. Com o tratamento |, houve uma reducéo de 18,18% nas proteinas
totais e uma notavel reducao de 50% nas globulinas totais em relacdo ao grupo
controle. Além disso, o tratamento IPA resultou em uma reducéo de 12,73% nas
concentracfes de proteinas totais.

Comparando os dois grupos, as fémeas induzidas apresentaram uma
reducédo de aproximadamente 32,84% nas concentracdes de proteinas totais em
relacdo ao grupo saudavel quando tratadas com |. Adicionalmente, o tratamento
IPA resultou em uma reducdo de cerca de 17,24% em relacdo ao grupo
saudavel. E importante destacar que, ao analisar as globulinas totais, o
tratamento | apresentou uma reducao notavel de cerca de 57,14% em relacéo

ao grupo saudavel.
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Tabela 4. Determinacdo dos parametros inflamatorios realizados em todos os animais do experimento apés 30 dias de tratamento.

Fémeas saudaveis

Fémeas induzidas ao DM2

Controle | IP 1A IPA Controle | IP 1A
PrOt‘(eg']“(j‘f_f)"ta's 610,03 6740027  545+021°*  51+0,16% 5,840 06"+ 5 5+1,0P 4,5+0,12° 6.24+0.19° 5 6+0,12°
G'Obz‘é'gii;ma's 2440,03%  3,5%0,20%  2,35:0,7%*  1,39+0,26™  3,09+0,43 3,040,772 1,5+0,4 3,29+0,12° 2 840,042
WBC* x10%/L) 12.1+096%  10,0+2,83%  8,4+2 28% 7+0.50° 11,5+2,09° 1942, 752 10,6+0,63% 15,6+1,86% 10,3+2,02°
Machos saudéaveis Machos induzidos ao DM2
Pmt?é”gf_f)ma's 41+0,08™ 560,07  3.840.04%  58+005% 3740 7% 5 640,782 4.48+0,11° 4,920,022 4.8+0,09%
G'Obt‘é'g?_i;"ta's 1,64+0,22>  25+0,14%  151+0,01™  2.69+0,15%  0,88+0,16°% 2.81+0,152 2,35+0,062 2,78+0,122b 2,02+0,35"
WBC x10%L) 21,74323%  21+#1,87°  182+4.14®  19+7,308 18,1508 19,75+1,3° 11,8+1,06° 16,1+2,82° 14.7+0,50°
*WBC: Leucbcitos totais.

Letras iguais na linha para cada grupo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

*Diferenca significativa comparando o0 mesmo tratamento entre os grupos saudaveis e induzidos ao DM2.
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Nos machos saudaveis submetidos a diferentes tratamentos, observaram-
se reducdes significativas nos niveis de proteinas totais e globulinas totais em
comparagao com os grupos de controle correspondentes. Com o tratamento IP,
houve uma diminuicdo de aproximadamente 7,32% nas concentracdes de
proteinas totais em relagcdo ao controle do mesmo grupo. Da mesma forma, o
tratamento com IPA resultou em uma reducéao de cerca de 9,76% em relagdo ao
controle do grupo saudavel. Além disso, foi notada uma acentuada queda de
aproximadamente 46,34% nos niveis de globulinas totais com o tratamento IPA
em relagdo ao controle do mesmo grupo.

No grupo de machos induzidos, o tratamento | levou a uma reducgéo de
cerca de 20% nas concentracfes de proteinas totais em comparagdo com o
controle do mesmo grupo. O tratamento com IPA também apresentou uma
reducdo significativa, aproximadamente 16,07%, em relacdo ao controle do
grupo induzido. Em relacdo as globulinas totais, observou-se que o tratamento
IA resultou em uma diminuicdo de aproximadamente 28,11% em relagdo ao
controle do mesmo grupo.

Ao comparar os dois grupos (machos saudaveis e induzidos), foi
evidenciado que os machos induzidos apresentaram uma reducao de cerca de
20% nas concentracdes de proteinas totais em relacdo ao grupo saudavel
guando tratados com I. O tratamento IA também demonstrou uma reducéo,
aproximadamente 17,24%, em relacdo ao grupo saudavel. Em relacdo as
globulinas totais, notou-se que o tratamento com IA resultou em uma reducéo de
cerca de 24,91% em relacédo ao grupo saudavel.

Em resumo, os diferentes tratamentos (I, IP, IA e IPA) tiveram impactos
variados nas concentra¢cdes de proteinas totais e globulinas totais em diferentes
grupos de camundongos. O tratamento | foi mais eficaz na reducao de proteinas
e globulinas totais em fémeas diabéticas, o tratamento IPA foi mais eficaz em
reduzir as globulinas totais em machos saudéaveis, enquanto o tratamento IA
também teve impacto significativo em diferentes grupos tanto na reducao de
proteinas totais quanto de globulinas. Ja o tratamento IP teve menor impacto em
relacdo aos demais tratamentos.

Os leucocitos (WBC) desempenham um papel crucial em processos
imunologicos e inflamatorios, sendo responsaveis por mediar as respostas

imune inata e adaptativa (SILVA-SANTANA, 2020). No contexto deste estudo,
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observou-se uma reducéo significativa de aproximadamente 45,79% nos niveis
de leucécitos em fémeas diabéticas quando comparadas ao grupo controle, apos
o tratamento com |A. Essa reducdo pode indicar um potencial beneficio na

reducgéo da inflamag&o cronica.

6. Conclusoes

A dieta hipercal6rica administrada resultou em maior consumo por parte das
fémeas saudaveis e induzidas. No entanto, tanto as fémeas quanto os machos
induzidos ndo ganharam peso adicional significativo em relacdo aos grupos
saudaveis.

Diante da analise dos pardmetros bioquimicos e inflamatdérios, torna-se
evidente que cada tratamento teve um impacto distinto e mais proeminente em
determinados marcadores. O tratamento com IPA promoveu reducfes notaveis
em diversos parametros, com énfase na significativa redugdo da enzima AST
machos induzidos. Além disso, ao comparar 0s grupos saudaveis e induzidos,
observou-se que esse tratamento reduziu os niveis de AST em machos
induzidos. O tratamento IPA também diminuiu as plaquetas em fémeas induzidas
e as globulinas totais em machos saudaveis.

O tratamento IP merece destaque especial devido as reducdes
extremamente expressivas, superando 70%, na enzima ALT em fémeas
induzidas. Além disso, ao comparar 0s grupos saudaveis e induzidos, esse
tratamento proporcionou uma notavel reducdo nos niveis de ALT tanto em
machos quanto em fémeas induzidas. Além desses beneficios, o tratamento IP
também se mostrou eficaz na reducéo da glicemia, tanto em machos quanto em
fémeas induzidas, e contribuiu para a reducéo da IL-18 em ambos os grupos,
machos e fémeas induzidas.

No que diz respeito ao tratamento IA, observou-se uma reducao significativa
nos niveis de ALT em machos induzidos, além de um aumento nos eritrocitos e
hemoglobina em fémeas saudaveis. Este tratamento também demonstrou sua
eficacia ao reduzir os niveis de IL-6 e TNF-a em fémeas induzidas, bem como a
diminuicdo das proteinas e globulinas totais em diferentes grupos.
Adicionalmente, o tratamento IA resultou na reducéo de leucocitos em fémeas

diabéticas.
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Por fim, o tratamento com | reduziu os niveis de AST em machos induzidos,
além de contribuir para a diminui¢cdo das proteinas e globulinas totais em fémeas
diabéticas. A diversidade de respostas observadas entre os tratamentos e
grupos sugere que essas intervengdes foram benéficas tanto quando aplicadas
individualmente quanto em combinagcdo na reducéo dos efeitos metabdlicos da

obesidade, incluindo a inflamagao e comorbidades, como o diabetes mellitus.
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