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RESUMO

INTRODUGCAO: Alto consumo de dietas ricas em lipidios, especialmente proveniente
de gordura saturada, estd associado com doencas metabdlicas, tais como a
Resisténcia a insulina (RI) e dislipidemias. A RI, através do modelo de Dieta
Hiperlipidica (DH), pode ser acarretada tanto pelo aumento da adiposidade visceral,
quanto pela alteracdo da microbiota. A hipétese deste trabalho é que o uso de
probiéticos em modelo de DH altere tanto a endotoxemia quanto a perda de peso,
resultando em uma atenuacdo do quadro inflamatério, ocasionando, por
consequéncia, a atenuacdo da resisténcia a insulina. METODOLOGIA: Estudo
experimental controlado com 36 ratos Wistar machos. Os animais foram divididos em
3 grupos: Dieta hiperlipidica, Dieta hiperlipidica+ Simbiético (Lactobacillus paracasei,
Bifidobacterium Lactis e FOS) e Dieta Controle (racdo Nuvital®), acompanhados por
12 semanas. Foram realizados testes de Tolerancia Oral a Glicose (TOTG) e Teste
de Sensibilidade a Insulina (ITT). RESULTADOS: N&o encontramos diferencas
estatisticas entre os grupos nem na tolerancia a glicose (TOTG), nem na sensibilidade
ainsulina (ITT), no tempo basal, conforme esperado. Referente a tolerancia a glicose,
tanto na 62, quanto na 122 semana o grupo controle apresentou melhor tolerancia,
comparado aos outros dois grupos. No que diz respeito a sensibilidade a insulina,
tanto na 62, quanto na 122 semana ndo encontramos diferengas entre os grupos DH
e Dieta Hiperlipidica + simbiético (DHS). CONCLUSAO: Concluimos que ratos Wistar,
submetidos a uma DHS, apresentaram resultados similares ao grupo DH, referente a
tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina, ao longo das 12 semanas. O
presente estudo também encontrou que 0 grupo suplementado com simbiotico
apresentou um menor ganho de peso, comparado a DH, apesar de nao ter sido

encontrado diferencas na ingestéo caldrica.

REVISORES: Dieta hiperlipidica, Resisténcia a insulina, Microbiota intestinal,

Probidtico, Prebiotico, Simbidtico, Inflamagéo Intestinal.
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1. INTRODUCAO

O elevado consumo de dietas ricas em lipidios, especialmente proveniente de
gordura saturada, est4 associado com doencas metabdlicas, tais como a Resisténcia
a Insulina (RI) e dislipidemias. A RI, através do modelo de dieta hiperlipidica (DH),
pode ser acarretada tanto pelo aumento da adiposidade visceral, quanto pela
alteracdo da microbiota.

O mecanismo de resisténcia a insulina mais conhecido ocorre através do
aumento da adiposidade corporal, que resulta em maior liberacdo de Acidos Graxos
Livres (AGL) e citocinas inflamatdrias na circulagdo, ocasionando um quadro de
inflamacé&o sistémica de baixo grau, resultando na Rl (TSATSOULIS et al 2013). No
entanto, alguns estudos tem demonstrado a importancia do desequilibrio da
microbiota intestinal no desenvolvimento da inflamacéo intestinal e sistémica,
gerando, por consequéncia, um quadro de resisténcia a insulina (CANI et al., 2007,
RASO et al, 2014).

A microbiota intestinal € composta por inimeros microorganismos, que estao
dispostos de maneira heterogénea no intestino (TESHIMA E, 2003). Ela é responsavel
pela regulacdo imunofisiolégica no intestino, formando uma barreira contra os
microorganismos invasores, potencializando os mecanismos de defesa a do
hospedeiro contra os patégenos, melhorando a imunidade intestinal pela aderéncia a
mucosa e estimulando as respostas imunes locais. Além disso, ela também compete
por combustiveis intraluminais, prevenindo o estabelecimento das bactérias
patogénicas (MATHAI K, 2002). Diversos fatores podem causar alteracdes na
microbiota intestinal, como o uso de antibioticos, cancer, estresse e a dieta (ALMEIDA
LB, 2008). Dentre os alimentos funcionais que geram uma alteracdo benéfica na
microbiota estdo os probidticos, prebidticos e simbidticos, que sdo conhecidos por
aumentar a protecao da barreira intestinal, inibir a producéo de bactérias patogénicas,
diminuir a inflamacéao intestinal, além de apresentarem evidéncias na perda de peso
(IACONO et al., 2011; ANGELAKIS et al., 2013). No entanto, existem alimentos que
podem gerar uma disbiose na microbiota, como o excesso de lipideos. O mecanismo
através do qual a DH altera a microbiota, parece ser através da producdo de
endotoxinas na microflora intestinal, fornecendo uma condicdo favoravel para a
proliferacéo de bactérias gram-negativas, tais como enterobactérias intestinais (CANI

et al. 2007). Além disso, a integridade da barreira intestinal prejudicada pela DH, faz
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com que o Lipopolissacariseo (LPS) que é o constituinte da barreira das bactérias
gram-negativas, presente no lumen intestinal seja liberado na lamina propria, reagindo
com seu receptor TLR4, que é uma proteina transmembréanica que forma parte do
sistema imune inato, causando uma inflamacéo sistémica, tendo consequéncias em
diversos 6rgaos, como: figado, tecido adiposo e musculo, contribuindo para um estado
de resisténcia a insulina (KIM et al. 2012; YONGQING LI et al, 2011 ).

Uma vez que a DH desencadeia um processo de RI, via TLR4, é plausivel
cogitar que modificacbes na microbiota possam desempenhar um papel chave na
atenuacao da inflamacéao intestinal e por consequéncia na RIl. Tendo em vista isso, a
hipétese deste estudo é que o uso de simbiotico, contendo o probidtico L. Paracasei
em modelo de HFD, altere tanto a endotoxemia, quanto a perda de peso, resultando
em uma atenuacdo do quadro inflamatério, ocasionando, por consequéncia, a

atenuacao da resisténcia a insulina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Insulina

Descoberta em 1921 por Frederick G. Banting, um jovem cirurgido canadense,
juntamente com Charles Best, um estudante do quarto ano de medicina que, através
de um extrato pancreatico bovino, diminuiram a hiperglicemia e glicosuria em caes
diabéticos pancreatectomizados (BEST, 1962). Desde entdo, muito esfor¢o tem sido
dedicado ao entendimento do mecanismo molecular de acéo deste hormonio.

Ainsulina é o horménio anabdlico essencial para a manutencao da homeostase
da glicose e do crescimento e diferenciacéo celular, sendo secretado pelas células 3
das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoéacidos apos as refeicdes. A insulina regula a homeostase da glicose em varios
niveis, reduzindo a producéo hepatica de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese
e glicogendlise) e aumentando a captacao periférica de glicose, principalmente nos
tecidos muscular e adiposo. A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos
adipdcitos reduz a lipdlise, bem como aumenta a sintese e inibe a degradacéo protéica
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). A importancia do estudo da acao da
insulina é dada pela prevaléncia da resisténcia a insulina, presente na patogenia de
diversas doencas como hipertensédo, dislipidemia, doenca cardiovascular, obesidade
e diabetes mellitus tipo 2 (DEFRONZO; FERRANNINI, 1991; HABER et al., 2001).

A sinalizacéo intracelular da insulina inicia-se quando esse horménio acopla-
se ao seu receptor especifico de membrana, o qual € uma glicoproteina com atividade
tirosina quinase intrinseca, que se autofosforila, e fosforila outras proteinas em
residuo tirosina. Como o receptor € uma tirosina quinase, ao ser ativado pela insulina,
induzira a fosforilacdo dos principais substratos do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-
2) (RONALD KAHN; GOLDFINE, 1993; TANTI et al., 1994; VAN OBBERGHEN, 1994).
Subsequentemente, quando fosforilados em tirosina, os substratos de receptor de
insulina (IRS) 1 e 2 ativam a via da Fosfatidilinositol-3-cinase (PI3-k), essencial para
a sintese de glicogénio e o transporte de glicose. A ativacdo da PI3-k eleva a
concentracdo de fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3), intermediario que, por sua vez,
ativara a proteina quinase B (Akt) (GOALSTONE et al., 1997; HAIGH et al., 1995;
MEDEMA et al., 1993).
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A ativacdo da Akt promove a translocag¢do de uma proteina, a qual se encontra
no pool citoplasmatico, denominada transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), para a
membrana da célula, a fim de exercer o transporte de glicose especificamente no
musculo e tecido adiposo, uma vez que € nesses tecidos que ha a presenca de
GLUT4, promovendo a captacdo de glicose nestes tecidos (Fig 1) (CZECH,;
CORVERA, 1999; MACHADO, 1998).

A insulina pode ainda favorecer o transporte de glicose em tecidos néo
sensiveis a insulina, simplesmente por favorecer o gradiente de concentracdo da
glicose a medida que aumenta o consumo intracelular do substrato, por exemplo,
ativando a via glicolitica em eritrocitos ou ainda a via glicolitica em hepatdcitos, o que
nao deve ser considerado transporte sensivel ao horménio pois ndo envolve uma

modulacao diretamente no sistema transportador da glicose (MACHADO, 1998).

Insulina OCaptagﬁo de glicose
Meio extracelular

Meio Intracelular

Translocagdo
da GLUT4

. . ®
A Diferenciagao OXO

crescimento
Sintese & , &
celular A -~ Sintese v Gliconeogénese

licogénio .
glicog proteica

Sintese lipidica

Figado Tecido Adiposo Musculo Esquelético
Supressdo da produgédo ai Captagéo de glicose a
hepatica de glicose (o ‘ Inibigéo lipdlise Captagéo de glicose
Sintese de glicogénio A‘ Sintese lipidica &7 Sintese de glicogénio

Figura 1. Vias moleculares de sinalizagao da insulina. Adaptado de Tsatsoulis et al., 2013.
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Fisiopatologia da Resisténcia a insulina

A RI é definida como um estado de menor resposta metabdlica aos niveis
circulantes de insulina e é, em geral, um processo gradual, que pode comecgar com 0
excesso de ganho de peso e a obesidade. Os mecanismos que relacionam obesidade
a RI, no entanto, ndo estdo bem elucidados. Uma provavel hipotese € de que possa
haver menos receptores de insulina, especialmente no musculo esquelético, no figado
e no tecido adiposo, nos individuos obesos do que nos eutroficos. Entretanto, a maior
parte da resisténcia a insulina parece ser provocada por anormalidades nas vias de
sinalizacao que ligam a ativacéo do receptor a diversos efeitos celulares. A alteracéo
da sinalizacdo da insulina parece estar intimamente relacionada com os efeitos toxicos
do acumulo dos lipideos nos tecidos, como musculo esquelético e figado (GUYTON
AC, HALL, 2011).

Quando os adipdcitos viscerais se tornam hipertroficos, em resposta ao
excesso de energia, ele se tornam disfuncionais, sofrendo lipolise mais facilmente e
liberando uma grande quantidade de AGL na circulacao portal. Ao mesmo tempo, eles
secretam uma menor quantidade de adipocinas e adiponectinas liporregulatérias e
mais citocinas proé-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
Interleucina-6(IL-6). Qualquer que seja o0 mecanismo subjacente, ha duas
consequéncias principais da disfuncdo do tecido adiposo: deposicdo de gordura
ectopica e inflamacdo sistémica de baixo grau, ambos contribuindo para o
desenvolvimento de RI e manifestacbes da Sindrome Metabdlica (SM) (Fig
2)(TSATSOULIS et al., 2013).

Tecido Adiposo

Adiposidade Visceral Disfuncional

Tecido _\
Adij
A ‘::::! (,‘:} » Infiltragdo de
Ganho de Peso macréfago
4 act 4 TNF-q, IL-6
) Adiponectina ‘f PAI-1, ANG

l Deposigdo ectopica de lipideo Inflamagdo baixo grau

ﬂ‘@

Muisculo Vaso sanguineo Tecido Adiposo

Resisténcia a insulina
Dislipidemia » sm
Hipertensdo

Figura 2. Expansdo do tecido adiposo, resisténcia a insulina e sindrome metabdlica. Adaptado de Tsatsoulis et al., 2013.
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A elevacdo aguda nos niveis plasméaticos de AGL em seres humanos causa
resisténcia a insulina pela da inibicdo do transporte da glicose e/ou da sua atividade
de fosforilacdo, o que € acompanhado de uma reducao tanto na taxa de sintese de
glicogénio muscular, quanto na oxidacao de glicose. Os mecanismos que levam os
AGL a modificarem os transportadores de glicose ou sua fosforilagcdo sé&o
desconhecidos, mas provavelmente incluam efeitos na cascata da sinalizagdo da
insulina, através do IRS-1 associado com a PI3K (Fig 3) (DRESNER et al., 1999).

Meio extracelular

insulina

Diferenciagéo .
crescimento i 2
celular Sintese sintese A Gliconeogénese
A 4 glicogénio W proteica

Ny Sintese lipidica

Figado Tecido Adiposo Musculo Esquelético

Produgdo hepética de aL‘ Diminuida captacdo de Diminuida captacdo de
glicose glicose glicose
Inibicdo sintese de 5"' Aumento lipdlise / Inibi¢do sintese de

A 2

glicogénio Supressdo sintese lipidica g glicogénio

Figura 3. Fisiopatologia da resisténcia a insulina. Adaptado de Tsatsoulis et al., 2013.

Enquanto as células B do pancreas tiverem a capacidade de compensar a
resisténcia a insulina pela hiperssecrec¢éo de insulina (hiperinsulinismo), o individuo
consegue manter-se normoglicémico. No entanto, a exposicao das células 8 a niveis
cronicamente elevados de AGL, reduzem a secreg¢ao de insulina mediada pela
hiperglicemia, e, posteriormente, diminuem a massa de células 3 por mecanismos de
inducédo da apoptose celular. Ao fim de alguns anos, os niveis permanentemente
elevados de glicose e AGL levam, portanto, a chamada glicotoxicidade e

lipotoxicidade pancreaticas (LEWIS et al., 2002).
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A dieta € um importante fator responsavel pelo desenvolvimento do quadro de
RI. Um dos modelos de dieta muito utilizados em estudos experimentais € a dieta
hiperlipidica (DH), onde cerca de 50% a 60% das calorias ofertadas séo oriundas de
alimentos fonte de acidos graxos saturados, como a banha suina associada a racao
padrao (CESARETTI; JUNIOR, 2006). JACOB et al. (2013) encontraram que a
ingestdo de DH aumenta a adiposidade corporal, resultando em hiperglicemia,
intolerancia a glicose e dislipidemia, bem como um aumento na resposta inflamatéria.
Além disso, DH foi associada com diminuicdo da fosforilacdo de AKT no figado,
promovendo o desenvolvimento de resisténcia a insulina, e o aumento da razéo
muscular da fosforilagdo IKK-3, em resposta a um processo inflamatorio neste tecido.
Todos estes resultados sugerem que a ingestao isocalérica de HFD induz resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose, o que pode ser associado com uma resposta

inflamatéria no masculo e com deficiéncias na sinalizacao da insulina hepatica.

2.2 Microbiota intestinal

Quando nascemos 0 nosso trato gastrointestinal € um ambiente estéril, mas
apos alguns meses este ambiente passa a ser colonizado por uma populagcéo
microbiana estavel, incluindo bactérias, fungos, bacteriéfagos e virus, os quais vivem
sinergicamente com o hospedeiro (SCALDAFERRI et al., 2013). Essa populacéo pode
chegar a cerca de 10 células bacterianas, com mais de 2000 espécies, sendo a
maior parte bactérias anaerébicas (IACONO et al., 2011). Os filos predominantes sédo
os Firmicutes, os Bacteroidetes, as Actinobacteria e as Proteobacteria, sendo que 0s
dois primeiros compdem 90% da flora intestinal (DETHLEFSEN et al, 2007).

A microbiota intestinal é responséavel pela regulacdo imunofisiolégica no
intestino, formando uma barreira contra 0S microorganismos invasores,
potencializando os mecanismos de defesa a do hospedeiro contra os patdgenos,
melhorando a imunidade intestinal pela aderéncia a mucosa e estimulando as
respostas imunes locais. Além disso, ela também compete por combustiveis
intraluminais, prevenindo o estabelecimento das bactérias patogénicas (MATHAI K,
2002). Recentemente ela também tem sido indicada por desempenhar um importante

papel na captura, armazenamento e gasto de energia (ANGELAKIS et al, 2013).
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Diversos fatores podem causar altera¢cdes na microbiota intestinal, como o uso
de antibidticos, cancer, estresse e a dieta (ALMEIDA LB, 2008). Dentre os alimentos
funcionais que geram uma alteracdo benéfica na microbiota estdo os probioticos,
prebioticos e simbidticos, e dentre os alimentos que podem gerar uma disbiose na

microbiota, estéo os lipideos em excesso.

Prebiotico, probiético e simbiotico

Os prebidticos sdo substancias alimentares que consistem fundamentalmente
em polissacarideos ndo-amido e oligossacarideos mal digeridos pelas enzimas
humanas e nutrem um grupo seleto de microorganismos que povoam o0 intestino.
Favorecendo mais a multiplicacdo das bactérias benéficas do que das prejudiciais
(GUARNES F, 2011). Os Probi6ticos sdo microorganismos vivos, 0s quais, quando
consumidos em quantidades adequadas, conferem beneficios ao hospedeiro
(FAO/WHO, 2001). Os principais probioticos no mercado sdo os lactobacilos,
estreptococos e bifidobactérias, que sédo constituintes normais da microflora intestinal
humana. Lactobacilos e estreptococos pertencem a um grupo de bactérias gram
positivas denominadas LAB, produtoras de acido latico durante a fermentacao dos
carboidratos, trazendo beneficios ao hospedeiro pois o ambiente &cido inibe o
crescimento de bactérias gram negativas patogénicas (IACONO et al., 2011).Ja os
produtos simbidticos, sdo 0s que contém tanto probiodticos, como prebidticos.

O Lactobacillus Paracasei em particular, foi relacionado com modulacédo da
fisiologia intestinal, para prevenir a infeccdo de bactérias patogénicas (SARKER,
2005), estimulacdo do sistema imune (IBNOU-ZEKRI et al., 2003) e por normalizar
desordens gastrointestinais (MARTIN et al., 2006).

Dentre os principais mecanismo de agdo dos probidticos estéo:

- Producéo de fatores antimicrobianos

Os Acidos graxos de cadeia curta (SCFAs) que sido produzidos durante o
metabolismo anaerdbico dos carboidratos, especialmente pelas cepas de
lactobacilos, auxiliando no decréscimo do pH e inibindo o crescimento de bactérias
gram negativas patogénicas. Essa inibicdo pode ser devido a habilidade desses
acidos de passar pela membrana, deixando o ambiente intracelular mais alcalino e
acidificando o citoplasma, inibindo o crescimento dessas bactérias (IACONO et al.,
2011).
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- Modificacéo do epitélio, permeabilidade e funcao intestinal;

Probiéticos sdo capazes de aumentar o mecanismo de defesa da barreira
intestinal ndo especifica, modulando as proteinas formadoras das jun¢des oclusivas,
bem como estimulando sua producédo. Esses efeitos limitam o super crescimento de
bactérias intestinais e a translocacgéo bacteriana para o plasma (IACONO et al., 2011).
- Supresséao da inflamacéo;

Inflamacéo intestinal leva a um aumento na permeabilidade da mucosa e
translocacdo bacteriana para o plasma. Frente a isso, 0s probioticos tém induzido a
supresséo da IL-8. Essa citocina, transcricionalmente regulada pelo NFkB, € uma
potente recrutadora e ativadora de neutréfilos. Outras vias intracelulares também tém
sido associados, além do NFkB, como: ativagdo mitogénica da proteina quinase
(MAPK), proteina quinase B, ativador de proteina-1 e PPAR-y (IACONO et al., 2011).
- Modulacao do sistema imune;

No intestino, bactérias probidticas séo internalizadas pelas células M, para
interagir com as células dendriticas e células do epitélio associadas, iniciando
respostas imediatas pelos macréfagos e linfécitos T e B. As células dendriticas
contribuem para a inducdo da tolerancia oral, gerando células T reguladoras e
IgA(JACONO et al., 2011).

Dieta hiperlipidica

A DH tem sido indicada como fator modificador da microbiota intestinal. CANI
et al. (2007) em seu estudo com camundongos alimentados com DH (49,5% de
lipideos) encontraram reducao das bifidobactérias, que sdo conhecidas por reduzir os
niveis de endotoxinas intestinais e aumentar a funcéo da barreira da mucosa. Além
disso, as concentracdes bifidobactéria e Lipopolissacarideo (LPS), (determinante
patogénico das bactérias gram-negativas) foram correlacionadas negativamente.
Estes achados indicam que a microbiota exerce um importante papel no
desenvolvimento de um quadro inflamatério via LPS (Fig 4).

KIM et al., 2012 encontraram que camundongos alimentados com DH (60% de
lipideos) apresentaram um aumento na concentracdo de firmicutes e redugdo dos
bacterioidetes. Eles também encontraram niveis reduzidos de bifidobactérias, além de
demonstrar um aumento no numero de Enterobacteriaceae, que é uma familia de

bactérias gram-negativas. Os autores concluiram que a DH pode induzir a producéo
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de endotoxinas na microflora intestinal, fornecendo uma condi¢éo favoravel para a

proliferacdo de bactérias gram-negativas, tais como enterobactérias, no intestino.

Lipogénese
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Figura 4. A DH causa alteracdes na microbiota intestinal, promovendo endotoxemia metabdlica,
desencadeando o desenvolvimento de alteragdes metabdlicas, via mecanismo CD14/TLR4. (1) A dh
altera a microbiota intestinal e (2) especificamente diminui Bifidobacterium spp. (3) Este fenbmeno esta
associado com maior conteldo plasmatico de LPS (endotoxemia metabdlica) e uma liberagédo
dependente de LPS de citocinas proéinflamatérias. DH e LPS promovem uma inflamacao de baixo grau,
resultando em alteragcdes metabdlicas (RI, diabetes, obesidade, esteatose, infiltragdo de macréfagos
no tecido adiposo). Adaptado de CANI; DELZENNE, 2009.

Juntamente com a maior proliferacdo de bactérias gram-negativas, a
permeabilidade da barreira intestinal também pode ser alterada pela DH. Essa
alteracao da permeabilidade da barreira pode ocorrer tanto pela reducao da expressao
de genes que codificam as Jung¢des oclusivas, quanto pela acédo direta do LPS, que é
o principal componente da membrana externa de bactérias gram-negativas, e é
liberado apenas quando as células sao lisadas (CANI et al., 2008; GRANDICS, 2000).

GUO S, et al. (2015) encontraram que o LPS aumenta a permeabilidade da
barreira, através das juncdes oclusivas, além de aumentar a inflamacgéo intestinal

atraveés da ativacdo do seu receptor TLR-4 que é uma proteina transmembréanica que
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forma parte do sistema imune inato, causando uma inflamag&o sistémica, tendo
consequéncias em diversos orgdos, como: figado, tecido adiposo e musculo,
contribuindo para um estado de resisténcia a insulina (KIM et al. 2012; YONGQING LI
et al, 2011 ) Fig 5.

A ativacéo do TLR4 possibilita, simultaneamente, a ativagao da JNK e do IKK,
promovendo um fenémeno unificador de resisténcia a insulina. O animal nocaute para
TLR4 ndo desenvolve RI quando submetido a DH, uma vez que é capaz de ativar
normalmente a Akt, (porque ndo consegue ativar a JNK) (CARVALHO-FILHO et al.,
2006; SUGITA et al., 2002; TSUKUMO et al., 2007). O animal TLR4” n&o apresenta
a ativacao de NFkB, bem como auséncia de alteragcbes nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias sistémico e intestinal e de suas expressdes no tecido adiposo (KIM et
al., 2012).

mypas|
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NF-<Bgl)
|

Inflammatory cytokines
(TNFa, IL-6, IL-13 ) |
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(TNFa, IL-6, IL-13 ) |

Cell/lorgan damage | Celllorgan damage |

Figura 5.llustragd@o de provéavel interacé@o entre os receptores TLR4 e RP105. O receptor RP 105 seria
um controlador fisiolégico de TLR4, assim células RP105-/- seriam mais responsivas ao estimulo de
ligantes (ex. LPS). A via da esquerda representa a acdo de LPS, que ativa o fator MyD88 com
consequente aumento de citocinas inflamatorias. A direita, o estimulo com LPS + proteina G do virus
sincicial respiratério interage com os receptores TLR4 e RP 105, diminuindo a ativacdo de MyD88,

prevenindo o dano celular através da inibi¢cdo de citocinas LPS dependentes(BRUM CO, 2012).

Uma vez que a DH desencadeia um processo de RI, via TLR4, € plausivel
cogitar que modificacbes na microbiota possam desempenhar um papel chave na

atenuacao da inflamacéo intestinal e por consequéncia na RI.
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Efeito na perda de peso

A microbiota intestinal desempenha uma importante papel na captura,
armazenamento e gasto de energia. Modificacdes por antibiéticos e probidticos
podem tanto exercer influéncia no aumento, quanto na perda de peso (ANGELAKIS;
MERHEJ; RAOULT, 2013). Na figura 6, estdo representados alguns estudos

envolvendo o papel do probiético no peso:
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Figura 6. Mudanc¢a no peso ap0s intervencdo de probidtico. Adaptado de (ANGELAKIS; MERHEJ;
RAOULT, 2013)

O mecanismo pelo qual isso acontece ndo esta bem claro, no entanto estudos
tem mostrado que mudancas na microbiota aumentaram os niveis enddégenos de
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1)(CANI; DEWEVER; DELZENNE, 2004)e
GLP-2(CANI et al., 2009), contribuindo tanto para a sensac¢éo de saciedade (WOODS,
2004), quanto na melhora da barreira intestinal, respectivamente.

Cani (2009) traz que o provavel mecanismo envolvido no ganho de peso seja
através do aumento da absorcdo de glicose intestinal e extracdo de energia de
alimentos nao digeriveis, com concomitante maior glicemia e insulinemia, fatores
metabdlicos chaves na lipogénese.

A digestdo de polissacarideos por enzimas microbianas, e a entrega
aumentada de sacarideos no figado, participam em um aumento da lipogénese.
(CANI; DELZENNE, 2009). Para confirmar essa teoria, (TURNBAUGH et al., 2006)
transplantaram microbiota de camundongos magros e obesos para camundongos

germ free e observaram gque 0s que receberam a microbiota dos obesos, tiveram um
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maior ganho de peso e extrairam mais calorias da dieta, quando comparados com o

outro grupo, visto que nao tiveram diferengas na ingestao calorica.

FAK F e BACKHED (2012) trazem outra explicacdo para a diferenca no ganho
de peso. Os autores realizaram um experimento com camundongos submetidos a
uma DH e suplementados com L. Reuteri. Como achado, encontraram que 0 grupo
suplementado com probi6tico teve menor ganho de peso, comparado ao DH, apesar
nao ter sido encontrada alteracao na ingestao caldrica. Como explicacdo, os autores
excluem uma possivel influéncia bacteriana no apetite, conforme demonstrado por
alguns estudos, que encontraram aumento nas concentragdes de GLP-1 e diminui¢ao
nas concentragbes de grelina, em ratos wistar suplementados com FOS (CANI;
DEWEVER; DELZENNE, 2004), e, entdo, sugerem trés possiveis mecanismos:
Diminuicéo da inflamacéo, que desempenha um papel na adiposidade; Aumento da
expressao de Angiopoietin-like 4 (Angptl4) e Alteracdo hepética no metabolismo de
lipideos. Angptl4 é uma proteina secretora que exerce um possivel papel na regulacéo
do metabolismo de lipideos e ha homeostase de glicose. Estudo In vitro, indicou que
ela exerce um efeito inibidor na lipoproteina Lipase (LPL), que € a enzima responsavel
pela hidrolise das particulas de triglicerideos encontradas nas particulas de
lipoproteina (YOSHIDA, 2002). Somando-se a este achado, os autores também
encontraram uma expressdo aumentada de Carnitine O-palmitoyltransferase (Cpt1A),
sugerindo aumento da B oxidacdo, tendo como consequéncia um aumento da
sensibilidade periférica da insulina (SCHREURS; KUIPERS; VAN DER LEIJ, 2010).

Tendo em vista estes achados, podemos sugerir que a microbiota atua na
regulacdo da adiposidade, através da regulacdo de mais de um ponto na rede
metabdlica que controla a bioenergética. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para elucidar os mecanismos envolvidos e quais bactérias estdo envolvidas no

controle do peso.
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Tendo em vista a relacdo da resisténcia a insulina com diversas patologias, faz-

se necessario o estudo de possiveis tratamentos, como o proposto por Raso et al, que

demonstraram um efeito benéfico do simbidtico contendo lactobacillus paracasei na

resisténcia a insulina em ratos sprague dawle submetidos a uma dieta hiperlipidica.

A literatura, no entanto, € bem heterogénea quanto a esses achados, provavelmente

pela diferenca das metodologias utilizadas. Frente a isso, o presente estudo propdem-

se a reproduzir, em parte, a metodologia utilizada por Raso et al, diferindo no modelo

animal, devido ndo ter sido encontrado na literatura nenhum estudo avaliando o efeito

do simbiotico na sensibilidade a insulina em ratos Wistar sob uma dieta hiperlipidica.
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4. OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Determinar o efeito do simbidtico com lactobacillus paracasei sobre o ganho de peso,
glicemia e sensibilidade a insulina em ratos Wistar submetidos a Dieta Hiperlipidica

por 12 semanas.

Objetivos especificos

e Avaliar ao longo de 12 semanas:
o Sensibilidade a insulina

o Tolerancia oral a glicose

o Ganho cumulativo de peso

5. MATERIAIS E METODOS

Delineamento

Estudo experimental controlado de 12 semanas com 36 Ratos Wistar divididos

3 grupos:
- Dieta hiperlipidica n=12
- Dieta Hiperlipidica + interveng&o (Simbiotico) n=12
- Dieta controle n=12

Amostra:

Foram utilizados Ratos Wistar, machos, com 45 dias, higidos, com peso entre
300 a 400g ao inicio dos procedimentos.

Célculo Amostral:

O numero amostral foi calculado para obter um poder de 80%, e um nivel de
significancia de 5%. Calculamos o tamanho da amostra através de valores de AUC do
ITT de um estudo prévio do nosso grupo, o qual teve um protocolo parecido (n° projeto
HCPA: 11-309). Usamos os seguintes valores:

- AUC ITT grupo controle (19 semanas de estudo): 6052.1 (6011.6 — 6746.79)
- AUC ITT grupo dieta gordurosa (19 semanas de estudo): 8122.5 (7353.5 — 8306.5)-
Sigma: 1688.



24

Obtivemos uma amostra de 11 ratos. Adicionamos 10% de perdas, devido ao

risco de hipoglicemia no ITT, ficando com uma amostra total de 12 ratos por grupo

experimental.

Critérios de Exclusao:

Animais que nao apresentem higidez ao longo do experimento.

Protocolo:

Manutencéo dos animais:

Os animais foram mantidos em caixas-moradias (2 animais por caixa) com ciclo

claro-escuro de 12 horas, em ambiente controlado, com temperatura entre 20-24°C e

umidade relativa do ar controlada entre 40-60%. Os animais foram pesados

semanalmente e a avaliacao resto-ingestéo foi realizado de 2 em 2 dias.

Intervencao:

Os animais foram randomizados segundo a AUC obtida para o ITT com auxilio

do programa NCSS versao 2007, sendo que cada animal foi alocado em um dos

seguintes grupos:

Dieta Controle (DC): Racdo padrdo Nuvital® + 1ml &gua de agua de injecéo por

gavagem diariamente.

Dieta hiperlipidica (DH): Dieta hiperlipidica (45% de racao padrdo (Nuvital®) +

55% de banha suina) + 1ml agua de injecao por gavagem diariamente.

Dieta hiperlipidica + Simbiotico (DHS): Dieta hiperlipidica (45% de racdo padrao

(Nuvital®) + 55% de banha suina) + 1ml Simbidtico por gavagem diariamente.
Os grupos receberam a dieta por 12 semanas, para inducdo da resisténcia a
insulina.

N&o houve restricdo de agua aos animais, sendo esta trocada diariamente. S
houve restricdo de agua no periodo de NPO (nada por via oral) prévio aos

experimentos.

Simbiético:

Utilizamos o simbidtico da marca Invictus, Simbiotil®, que em cada envelope

(1g) contém:
- L. paracaseiSD 5275 LPC-37® (10° UFC)
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- B. Lactis SD5674 HN019® (10° UFC)
- Frutooligossacarideo (0,99)

A diluicdo de cada envelope de 1g foi em 20mL de agua para injecédo, e cada
rato, do grupo DHS, recebeu 1mL desta diluicdo por dia, fazendo com que cada rato
tivesse recebido 2,5x10’ UFC de L. paracasei, conforme encontrado efeito na
literatura (RASO et al., 2014).

Eutanasia:
A eutanasia foi realizada através de anestesia profunda com isofluorano (5%
em 0,5ml/min de O2).

Desfechos:

Teste de Sensibilidade a Insulina (ITT)

O teste de sensibilidade a insulina (ITT) consistiu ha administracdo de insulina
intraperitoneal nos ratos submetidos a 4h de NPO e posterior avaliagcdo da taxa de
decaimento da glicose através de 4 medidas subsequentes da glicemia capilar caudal
(0, 15, 30, 45minutos). Os animais foram retirados da caixa para o procedimento, onde
uma pessoa o imobilizava e a outra fazia a picada. No intervalo dos tempos o rato
permaneceu livremente na caixa. Foi utilizada insulina regular (Humulin, Eli Lilly, S&o
Paulo, Brasil) na dose de 0,5Ul/kg de rato e a glicemia foi avaliada através das fitas
Freestyle H®. Apos obtencédo dos dados, a area sob a curva foi calculada pelo método
trapezodide. O ITT foi realizado em cada rato na antes da intervencédo dietética, na 62

semana e na 122 semana de dieta.

Teste de Tolerancia oral a glicose (TOTG)

Para o teste de tolerancia oral a glicose foi administrado, nos ratos com 8h de
NPO, 1g/kg de solucao de glicose oral, por Unica gavagem, e 3 medidas subsequentes
da glicemia capilar apés a administracdo da gavagem (0, 60, 120 minutos). O TOTG
foi realizado em cada rato antes da intervencédo dietética, na 62 semana e na 122

semana de dieta.
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Aspectos éticos:

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O protocolo
experimental utilizado neste estudo seguiu o0s principios de ética e experimentacao
animal, baseado na lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 e na Diretriz Brasileira para
0 cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos (DBCA) do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA-2013/RN 12) e
na Diretriz Brasileira de Eutanasia (CONCEA 2013/RN13) que visam o aprimoramento
de condutas na experimentacdo animal. Todos os procedimentos descritos neste

estudo foram planejados para minimizar dor e desconforto dos animais.

Anélise Estatistica

Para comparar as medidas temporais do TOTG (para os tempos: 0, 60 e 120
minutos) e do ITT (para os tempos: 0, 15, 30 e 45 minutos) utilizou-se ANOVA de
medidas repetidas com ajuste de Bonferroni para avaliar diferencas entre o grupo de
intervencdo (DHS) em relacdo aos demais grupos dentro de cada tempo aferido.
Neste teste a suposicdo de esfericidade foi testada por Mauchly e corrigida quando
necessario.

Para o calculo da area sob a curva (AUC) das medidas do teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG) e do teste de sensibilidade a Insulina (ITT), foi utilizado o
sofware NCSS® 2007 (Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville, UT, USA),
calculada através do método trapezoidal.

O peso basal, ingestdo alimentar (gramas e calorias de racdo diaria,
composicdo de macronutrientes), AUC do TOTG edo ITT (0, 62, e 122 semanas) foram
comparados através de ANOVA de uma via com teste complementar de Tukey para
multiplas comparacdes. Neste teste, suposicdes de normalidade foram testadas por
Kolmogorov-Smirnov, com a correcdo da normalidade de Lilliefors ou Shapiro-Wilks.

O modelo linear misto (Cleophas, Zwinderman, & van Ouwerkerk, 2010; Shek
& Ma, 2011; West, 2009) foi aplicado para avaliar o ganho de peso cumulativo ao
longo do tempo. Nesta anélise, o peso basal foi utilizado como covariavel, os efeitos
fixos no modelo foram os grupos e a interacdo grupo*semana, individuos e semanas
foram tratados como efeito aleatorio, e foi utilizada estrutura de covariancia do tipo

diagonal.
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Foi utilizado o programa SPSS® (IBM Corporation, Somers, NY) versdo 21 para
estas analises estatisticas. Os valores foram apresentados como media e erro-padrao
da média (EPM) e um valor de p<0,05 foi considerado significativo para todas as

analises.

6. Resultados

Teste de Tolerancia a Insulina (ITT) e Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Os animais foram randomizados e alocados de acordo com o AUC do ITT antes
da intervencéo da dieta, de modo a apresentarem similar variabilidade inter-grupo,
F(2, 33) = 0,03, p =0,97. Ao compararmos dentro de cada medida de tempo, também
nao encontramos diferenca estatistica, F(3,23, 53,31= 0,35, p = 0,80, (Figura 1A). No
inicio da intervencao dietética, os animais também apresentaram similaridade quanto
ao TOTG dentro de cada tempo, F(2,91, 47,99) = 1,28, p = 0,29 e na AUC do TOTG,
F(2, 33) = 0,45, p = 0,64 (Figura 2A).

Com seis semanas de intervencao dietética, a AUC do ITT do grupo DHS foi
significativamente menor em relacdo ao controle, F(2, 33) = 7,89, p = 0,002. Esta
resposta glicémica maior apareceu apés 15 minutos da infusdo de insulina e perdurou
até o final do teste, F(5,04, 83,09) = 4,74, p = 0,001, (Figura 1B). J4 a AUC do TOTG
do grupo DHS foi significativamente maior em relagéo ao controle, F(2, 33) = 8,11, p
= 0,001. Esta intolerancia a glicose foi verificada no tempo basal e 60 minutos apés a
administracé@o de glicose, normalizando 120 minutos apds, (Figura 2B).

NoNa 122 semana, a AUC do ITT do grupo DHS foi significativamente maior
em relacdo ao controle, F(2, 33) = 4,84, p = 0,014, no entanto ndo apresentou
diferenca comparado ao grupo DG. Ao analisarmos dentro de cada tempo seriado,
pudemos verificar que 0s grupos que receberam DH iniciaram com uma medida
glicémica mais elevada, perdendo a significancia apés 15 minutos de infusdo de
insulina, F(4.13, 68.18) = 10.98, p < .001, (Figura 1C).

Neste mesmo periodo, constamos que a AUC do TOTG foi significativamente
maior nos grupos que receberam DH, F(2, 33) = 2294, p < 0,001, e
complementarmente verificamos que este incremento glicémico de ~10mg/dL ocorreu
durante toda a medida seriada, F(4, 66) = 0,46 p = 0,76, (Figura 2C).
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Ganho de peso

O peso corporal ndo diferiu entre os grupos no inicio do experimento, F(2, 33)
=0.92, p = .41, (283,43 £ 5,13), (Tabela 1).

Ao longo dos 12 semanas de intervencao dietética, o ganho de peso cumulativo
apresentou um efeito quadratico, que variou consideravelmente em amplitude e
dimensao temporal entre os grupos, F(4, 188,69) = 20,83, p < 0,001. O grupo DH +
simbidtico apresentou ganho de peso menos pronunciado em rela¢éo ao grupo DH (p
< 0,001) e controle (p < 0,001), (Figura 3)

Ingestao alimentar

N&o houve diferenca significativa na média diaria da ingestdo calorica entre os
grupos, F(2, 15) = 0,20, p = 0,83.

Verificamos também que o grupo controle ingeriu significativamente mais
carboidrato (p < 0,001), mais proteina (p < 0,001), menos lipidio (p < 0,001) e mais

fibras (p < 0,001), comparado aos outros dois grupos, (Tabela 1).



Tabela 1. Andlise do consumo e caracteriza¢ao da dieta

DH + simbidtico DH Controle Valor do teste
(n=12) (n=12) (n=12)

Peso Basal (g) 273,61 + 6,38 287,38+ 11,29 289,30 + 8,37 p=041
Racdo (g/d) 26,21 t .59° 26,70 + .89° 48,91 +1.22° p < 0,001
Racdo (kcal/d) 171,09 + 3,84 174,34 + 5,80 170,45 + 4,25 p=0,83
Carboidrato (g) 6,49 + 0,152 6,61 +0,22° 26,9 + 1,64° p < 0,001
Proteina (g) 2,59 + 0,06 2,64 + 0,09° 10.76 £+ 0,27° p < 0,001
Lipidio (g) 14,94 + 0,34° 15,22 + 0,512 2,2 +0,05° p < 0,001
Fibra (g) 0,94 + 0,022 0,96 + 0,03° 3,91 +0,10° p <0,001

Dados expressos em media + EP. Analisado por ANOVA com teste complementar de Tukey. Diferentes letras
indicam significancia estatistica entre as multiplas comparacoes.
Abreviacao: DH (Dieta hiperlipidica)
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Figura 1A: ITT antes da intervencao dietética. Analisado por ANOVA de medidas
repetidas. Nao houve significancia estatistica entre o grupo intervencao em relacao
ao controle e HFD, p=0,80.

Grafico de barras indica analises por ANOVA de uma via com teste complementar
de Tukey, p=0,97

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiotico), DC

(Dieta controle), ITT (Teste de sensibilidade a insulina), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 2A: TOTG antes da intervencéao dietética. Analisado por ANOVA de medidas
repetidas. Nao houve significAncia estatistica entre o grupo intervencdo em relacéo
ao controle e HFD, p=0,29.

Gréfico de barras indica analises por ANOVA de uma via com teste complementar de
Tukey, p=0,64

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiético), DC
(Dieta controle), TOTG (teste oral de tolerancia a glicose), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 1B: ITT na 62 semana de intervencao dietética. Analisado por ANOVA de
medidas repetidas. Asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo
controle ou DH (***p <0,001, **p <0,005, *p <0,05), p=0,001.

Gréfico de barras indica andlises por ANOVA de uma via com teste complementar
de Tukey, p=0,97. Diferentes letras indicam significancia estatistica entre as
multiplas comparacdes, p = 0,002

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiético), DC
(Dieta controle), ITT (Teste de sensibilidade a insulina), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 2B: TOTG na 62 semana de intervencéo dietética. Analisado por ANOVA de
medidas repetidas. Asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao grupo
controle ou DH (***p <0,001, *p <0,05), p=0,002.

Gréfico de barras indica analises por ANOVA de uma via com teste complementar
de Tukey, p=0,97. Diferentes letras indicam significancia estatistica entre as
multiplas comparacdes, p = 0,001

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiético), DC

(Dieta controle), TOTG (teste oral de tolerancia a glicose), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 1C: ITT na 122 semana de intervencdo dietética. Analisado por ANOVA de
medidas repetidas. Asteriscos indicam significancia estatistica em relacédo ao grupo
controle ou DH (***p <0,001), p<0,001.

Grafico de barras indica analises por ANOVA de uma via com teste complementar
de Tukey, p=0,97. Diferentes letras indicam significancia estatistica entre as
multiplas comparagdes, p = 0,014

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbidtico), DC
(Dieta controle), ITT (Teste de sensibilidade a insulina), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 2C: TOTG na 122 semana de intervencéo dietética. Analisado por ANOVA de
medidas repetidas. Asteriscos indicam significancia estatistica em relacao ao grupo
controle ou DH (***p <0,001, **p <0,005), p=0,76.

Grafico de barras indica analises por ANOVA de uma via com teste complementar
de Tukey, p=0,97. Diferentes letras indicam significancia estatistica entre as
multiplas comparacées, p < 0,001

n= 12 por grupo, barra de erros indica EPM

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiético), DC

(Dieta controle), TOTG (teste oral de tolerancia a glicose), EPM (Erro padrdo médio)
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Figura 3: Ganho de peso cumulativo (g) ao longo das 12 semanas, determinado pelo
modelo linear misto com efeitos aleatérios (inclinacdo e intercepto) para grupos e
controle do tempo, utilizando um modelo quadratico ***, p < 0,001 (n= 12 por grupo),
p< 0,001

Legenda da figura: DH (dieta hiperlipidica), DHS (Dieta hiperlipidica + simbiético), DC

(Dieta controle).
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7. Discussao

O objetivo deste estudo, foi determinar o efeito do simbidtico com lactobacillus
paracasei na resisténcia a insulina em ratos Wistar, submetidos a High Fat Diet por
12 semanas. Referente aos resultados, no tempo basal ndo encontramos diferencas
estatisticas entre os grupos nem na tolerancia a glicose (TOTG), nem na resisténcia
a insulina (ITT), conforme esperado. Na 62 semana observamos que 0S grupos
tratados com banha, HF e HFS ainda ndo apresentavam resisténcia a insulina, mas
ja apresentavam intolerancia a glicose, comparados ao grupo controle. Na 122
semana encontramos que 0s grupos que receberam banha, HF e HFS, estavam mais
resistentes a insulina e mais intolerantes a glicose, comparado ao grupo controle, e

gue o simbidtico ndo exerceu um efeito protetor na sensibilidade a insulina.

Frente a esses dados, 0 presente estudo traz que, ratos Wistar submetidos a
uma DH + simbiético contendo Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium Lactis e FOS,
nao apresentaram alteracdo na sensibilidade a insulina e na tolerancia oral a glicose
comparados ao grupo dieta hiperlipidica. Em relacéo a literatura, os estudos variam
muito, devido a diferenca de modelos, métodos e intervencbes. Alguns trabalhos
realizados com camundongos ou Sprague—Dawley, submetidos a uma DH,
encontraram diferencas na tolerancia a glicose e/ou sensibilidade a insulina, onde os
animais suplementados com pre ou probidticos tiveram uma melhor resposta. De
contra partida, houveram estudos que ndo encontraram esse efeito, quando

comparados ao grupo DH.

Fak F (2012) e Naito (2011) apresentaram em seus estudos uma metodologia
muito parecida com a utilizada neste presente estudo, no entanto apresentaram
resultados contrarios entre si. Fak F (2012) ndo encontrou diferencano ITT e no TOTG
nos camundongos que recebiam dieta ocidental, comparando com os que recebiam
dieta ocidental + probidtico L. Reuteri, achados que vao de acordo com este presente
estudo. J&4 Naito (2011) encontrou que o0s camundongos que recebiam dieta
hiperlipidica suplementado de L. Casei tiveram melhores resultados no ITT e TOTG,

sendo mais sensiveis e tolerantes a glicose, quando comparados com 0S que

recebiam apenas dieta hiperlipidica.

Referente aos testes de Tolerancia oral a glicose, grande maioria dos estudos
utilizam o TOTG, no entanto referente a sensibilidade a insulina, as metodologias séo
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muito diversificadas, criando uma dificuldade de comparagéo entre os estudos. Cani
(2007) e Respondek (2013) encontraram que 0S grupos suplementados com
pro/prebidtico apresentaram melhores valores de tolerédncia oral a glicose,
comparados ao grupo dieta hiperlipidica, no entanto apresentaram diferencas quanto
a resposta da insulina. Raso (2014) utilizou o HOMA para verificar a resisténcia a
insulina, e encontrou que ratos sprage-dawle submetidos a uma dieta hipelipidica + L.
paracasei foram mais insulinossensiveis, comparados ao grupo dieta hiperlipidica.
Cani (2007) em seu estudo com camundongos que recebiam dieta hiperlipidica,
suplementados com FOS e fibra solGvel demonstrou que o grupo FOS apresentava
menores niveis de insulina comparados ao grupo dieta hiperlipidica. Respondek
(2013) no entanto, ndo encontrou diferenca na secrec¢ao de insulina, comparando 0s

grupos dieta hiperlipidica e dieta hiperlipicica + FOS. Raso (2014).

Outro resultado encontrado no presente estudo, foi que o grupo suplementado
com simbiético apresentou um menor ganho de peso, comparado a HFD, apesar de
nao terem sido encontradas diferencas na ingestéo caldrica.

Um estudo realizado com camundongos germ free, alimentados com HFD
encontrou que os camundongos convencionais ganharam mais peso e massa de
gordura, comparados aos germ free. Além disso, os germ free tiveram protecdo contra
o desenvolvimento de intolerancia a glicose e Rl. Confirmando este resultado, em
outro estudo, camundongos tratados com antibiético ndo apresentaram desordens
metabdlicas induzidas pela HFD, apresentando melhor tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina, menor peso corporal, menor ingestdo energética e menor
gordura visceral e subcutdnea (CANI et al., 2008). Adicionalmente, (BACKHED et al.,
2004) encontraram que camundongos germ free colonizados com microbiota de
animais convencionais, tiveram um aumento em 60% na gordura corporal, apesar da
menor ingestao calorica. Esses estudos nos trazem o possivel papel da microbiota

tanto para o ganho, quanto para a perda de peso.
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8. Conclusao

Concluimos que ratos Wistar, submetidos a uma HFD + simbidtico contendo
Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium Lactis e FOS, ndo apresentaram alteracéo
na sensibilidade a insulina e na tolerancia oral a glicose, comparados ao grupo dieta
hiperlipidica, ao longo das 12 semanas. O grupo suplementado com simbiético
apresentou menor ganho de peso, comparado ao grupo dieta hiperlipidica, apresar de

nao terem sido encontradas diferengas na ingestao caldrica.

9. Perspectivas futuras

e Avaliar niveis séricos de insulina e glicose em jejum nos grupos, para posterior
calculo do HOMA-IR;

e Avaliar o efeito do uso do simbidtico com lactobacillus paracasei em
marcadores inflamatorios: TNF-alfa;

e Avaliar o efeito do uso do simbidtico com lactobacillus paracasei nos niveis
plasméticos de LPS;

e Avaliar a composi¢cao microbiana do material fecal.

e Histologia do intestino e figado
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