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Referencial teórico: 

 

Figura 1: Papel da sensibilidade insulínica na fisiopatologia da síndrome metabóica. Em condições normais 

(sensibilidade à insulina), logo após a ingestão de alimentos ricos em carboidratos ocorre o aumento de glicose no 

plasma estimulando a secreção de insulina pelas células β pancreáticas. Este hormônio irá atuar nos tecidos para 

promover o estoque de calorias provenientes da dieta. No músculo esquelético, a insulina aumenta a captação de 

glicosee, consequentemente, a síntese de glicogênio. No fígado, a insulina inibe a gliconeogênese e estimula tanto 

a síntese de glicogênio e como a lipogênese de novo (LDN). No tecido adiposo branco (TAB), ela suprime a 

lipólise e promove a lipogênese. Na condição de síndrome metabólica o acúmulo ectópico de lipídio prejudica a 

sinalização insulínica. Portanto, diminui a captação de glicose pelo músculo e, também, a síntese de glicogênio 

nas células desse tecido. No fígado, a insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogênese e ativar a síntese de 

glicogênio. Além disso, induz mais LDN com consequente desenvolvimento da doença hepática gordurosa não-

alcoólica (DHGNA). No TAB insensível a insulina, ocorre o aumento da lipólise, levando ao aumento da liberação 

de ácidos graxos livres na circulação, favorecendo o acúmulode lipídeos no miócitos (IMCL) e manutenção da 

DHGNA. Dessa forma, a resistência insulínica periférica é exarcebada o que acabada contribuindo para a 

deficiência da secreção de insulina pelas células β pancreáticas promovendo, então, a hiperglicemia. Figura 

adaptada de Samuel & Shulman, 2012. 

Figura 2: A relação entre acetilação de proteínas e metabolismo. O metabolismo pode influenciar a acetilação 

de proteínas através de mudanças na concentração intracelular de NAD+ e acetil-coenzima A (acetil-CoA). Por 

exemplo, a concentração relativa de NAD+ aumenta, levando ao aumento da atividade enzimática de sirtuinas e a 

deacetilação de seus alvos. A atividade de acetiltransferases varia de acordo com a concentração de acetil-CoA. 

Quando houver aumento da carga de nutrientes e a concentração de acetil-CoA aumentar, o aumento da atividade 

da acetiltransferase promoverá a acetilação de proteínas alvo.  Fonte: Verdin & Ott (2014) com modificações. 

 

Figura 3: Vias responsáveis pela biossíntese dos principais metabólitos microbianos resultantes da 

fermentação de carboidratos. O acetato, um dos três principais ácidos graxos de cadeia curta (AGCC, mostrado 

em vermelho), pode ser produzido por muitas bactérias entéricas a partir do piruvato, via acetil-CoA e pela via 

Wood-Ljungdahl. O butirato é formado a partir de duas moléculas de acetil-CoA por vários Firmicutes ou a partir 

do acetato pela ação da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase, geralmente usada para catalisar este último passo. A 

principal via de produção do propionato é pela via do succinato, geralmente usada por Bacteroidetes para gerar 

propionato de carboidratos e por alguns Firmicutes que produzem propionato a partir do lactato ou succinato. Duas 

outras vias de produção de propionato são encontradas em algumas bactérias do intestino: a via do acrilato, que 

usa lactato, e a via do propanodiol, que usa fucose e rhamanose. Arqueas são mostradas em laranja. Bacteroidetes 

em cinza. Lachnospiraceae (Firmicutes) em azul. Ruminococcaceae (Firmicutes) em roxo. Negativicutes 

(Firmicutes) em verde e Proteobacteria em marron. DHAP, dihidróxiacetonafosfato; PEP, fosfoenolpiruvato. 

Fonte: Louis et al. (2014) com modificações. 

 

Figura 4: A microbiota intestinal está envolvida no início de desordens metabólicas associadas com a 

obesidade: a dieta está associada a disbiose da microbiota intestinal que promove alterações na permeabilidade 

intestinal (alterando a distribuição das proteinas tigh junction) e, dessa forma, produtos bacterianos como o LPS 

chegam a circulação sanguínea provocando a endotexemia metabólica, iniciando os processos de inflamação 

crônica sub-clínica, resistência insulínica nos tecidos adipose, muscular e fígado com consequente 

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e doença hepatica gordurosa não-alcoólica.  Figura adaptada de Cani 

& Delzene, 2011. 

Figura 5: Relação entre os polifenóis e a microbiota intestinal: Está bem estabelecido que a 

biodisponibilidade dos polifenóis depende da sua metabolização por enzimas hidrolíticas presentes no epitélio 

intestinal e em grande parte pela microbiota intestinal. Após serem ingeridos, os polifenóis podem: (1) - exercer 

efeitos diretos no trato gastrointestinal associado, por exemplo, ao seu potencial antioxidante; ou atuar de maneira 

sistêmica induzindo a liberação de hormônios associados a homeostase de glicose pelas células enteroendócrinas. 

(2) - podem interagir com a microbiota promovendo alterações na sua composição, por exemplo, favorecendo o 

crescimento de bactérias benéficas; ou biotransformados pela microbiota, gerando assim moléculas menores mais 



 
 

facilmente absorvidas e, portanto, chegando até aos órgãos distais. Promovem também efeitos sistêmicos, pela 

indução da liberação de hormônios intestinais pelas células enteroendócrinas.  (3) - podem ser metabolizados pelas 

células do epitélio intestinal e de lá podem chegar a circulação ou serem excretados de volta ao lúmen do intestino. 

Assim, o metabolismo dos polifenóis no trato gastrointestinal, principalmente, pela microbiota intestinal é de 

extrema importância para os efeitos benéficos promovidos por esses compostos ao metabolismo do hospedeiro. 

Figura adaptada de Oteiza et al., 2018. 

 

Figura 6: Szyzigium cumini (L.) Skeels. A. Imagem de um espécime no campus Dom Delgado da Universidade 

Federal do Maranhão (UFMA), São Luís, MA. B. Detalhes da folha e frutos da espécie. Fonte: própria 

Figura 7: Compostos polifenóis identificados no Syzygium cumini e seus possíveis mecanismos de ação 

sobre a síndrome metabólica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estímulo da secreção 

de insulina através do bloqueio de canais de Ca2+ tipo L nas células-β pancreáticas. Além disso, a rutina contribui 

através da inibição da produção hepática de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-

1,6-bifosfatase no fígado. A miricetina melhora a sensibilidade insulínica periférica por aumentar a expressão de 

GLUT-4 no tecido adiposo branco. Ácido gálico, quercetina e rutina diminuem a síntese de colesterol por inibirem 

a HMG-CoA redutase hepática. Além desses efeitos, a atividade antioxidante característica desses compostos e do 

S. cumini pode ser determinante para melhora das alterações glicêmicas e lipídicas observada na síndrome 

metabólica. Fonte: Chagas et al. (2015) com modificações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Capítulo I:  

Figure 1. Polyphenols – gut microbiota interaction and its impact on host metabolism. Polyphenols are 

secondary metabolites widely distributed in fruits, vegetables and other plant-based foods in glycosylated form. 

At the colon, polyphenols not absorbed in the small intestine are catabolized by distinct bacteria phyla pertaining 

to gut microbiota. Those bacteria deglycosylate complex polyphenols to deliver bioactive compounds, which 

modulate the microbiota by inhibiting harmful and stimulating beneficial bacteria through the biosynthesis of 

microbial metabolites, such as the short chain fatty acids (SCFA). Acetate, propionate and butyrate are the most 

abundant SCFA at human distal colon, where they are rapidly absorbed by colonic cells via monocarboxylate 

transporters (MCT1 and SMCT1), passive diffusion or ion-exchange with bicarbonate (HCO3
-). Once in the 

interstitial fluid, SCFA bind to GPR41 and GPR43 receptors, leading to the secretion of the gut-derived satiating 

hormones PYY and GLP‑1, whereas smaller amounts reach the blood stream to promote metabolic effects on 

peripheral tissues, such as liver, adipose tissue, and skeletal muscles. Abbreviations: MCT1, monocarboxylate 

transporter 1; SMCT1, sodium-dependent monocarboxylate transporter 1; GLP‑1, glucagon-like peptide‑1; GRP, 

G‑protein coupled receptor; PYY, peptide YY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Capítulo II: 

Figura 1. Parâmetros morfométricos durante o período de intervenção com a dieta. A. Peso dos animais em 

gramas (g). B. Consumo energético dos animais (g/100g/dia). c. Índice de Lee (IL) (g1/3/cm-1 x 1000) avaliados 

nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) durante 22 

semanas após o desmame (21 dias). As barras representam média ± epm. Teste t de Student não pareado. 
 

Figura 2. Perfil bioquímico e resistência insulínica. Níveis glicêmicos séricos (mg/dL) em jejum (A) e pós-

prandial (B). Níveis séricos de insulina (μIU/ml) (C). Índice TyG (D). Índice HOMA-IR (E). Níveis séricos de 

ácidos graxos livres (F) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em 

sacarose (HSD, n=8) durante 22 semanas após o desmame (21 dias). As barras representam média ± epm. Teste t 

de Student não pareado.
 
* p < 0.05 ** p < 0.01. 

Figura 3. Avaliação da microbiota intestinal. Alfa diversidade calculada pelo Índice de Shannon (A). 

Abundância relativa dos 25 gêneros mais abundantes (B). Análise das principais coordenadas (PCoA) usando o 

índice de dissimilaridade de Bray curtis (R2 = 0.336, p = 0.001 by PERMANOVA) (C) ) avaliados nos animais 

alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) após 22 semanas de 

intervenção. 

Figura 4. Abundância relativa dos gêneros mais alterados pela dieta HSD (A). Concentração de AGCC nas fezes 

(B). Endotoxina sérica (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica 

em sacarose (HSD, n=8) após 22 semanas de intervenção. As barras representam média ± epm. Teste t de Student 

não pareado.
 
* p < 0.05 *** p < 0.001. 

Figura 5. Análise histológica do fígado após o período de intervenção com a dieta. Secções de amostras de 

fígado coradas com Oil Red para a visualização de droplets de lipídios, morfologia de hepatócitos, score para 

esteatose, ballooning e inflamação avaliados em ratos do grupo CTR (n=6) e HSD (n=8) (A). Conteúdo de 

glicogênio hepático (B). Expressão proteica da Acot9(C) e avaliação da acetilação total de proteínas por Western 

blotting (D). Níveis hepático (E) e séricos (F) de triglicerídeos após 22 semanas de intervenção. As barras 

representam média ± epm. Teste t de Student não pareado.
 
* p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Capítulo III: 

Figura 1. Parâmetros morfométricos durante o tratamento com o EH. A. Peso dos animais em gramas (g) durante 

o período de 5 semanas de tratamento com o EH. B. Consumo energético dos animais durante o tratamento com o 

EH. C. Índice de Lee (IL) (g1/3/cm-1). One-way ANOVA (Newman Keuls). a (HSD + EH 0,50 vs CTR). b (HSD + 

EH 0,50 vs HSD). c (HSD + EH 0,50 vs HSD + EH 0,25). 

 

Figura 2.  Avaliação da resistência insulínica e perfil bioquímico. A. Níveis glicêmicos pré-prandiais durante o 

período de tratamento com o EH. B. Níveis de glicose no sangue durante o teste de tolerância a glicose (GTT). C. 

Área sob a curva (AUC) dos níveis de glicose no sangue durante o GTT. D. Níveis glicêmicos pós-prandiais 

durante o período de tratamento com o EH. E. Níveis de glicose no sangue durante o teste de tolerância a insulina 

(ITT). F. Área sob a curva (AUC) dos níveis de glicose no sangue durante o ITT. G. Índice TyG. H. HOMA1-IR. 

I. Níveis de insulina em jejum. J. Níveis séricos de triglicerídeos. K. Níveis séricos de colesterol avaliados em 

ratos CTR, HSD e tratados com o EH após o período de 5 semanas. Os valores representam média ± epm. One-

way ANOVA (Newman Keuls). a p < 0.05 comparado ao CTR, b p < 0.05 comparado ao HSD.   

Figura 3. Análise histológica do fígado após o tratamento com o EH. Secções de amostras de fígado coradas 

com Oil Red para a visualização de droplets de lipídios, morfologia de hepatócitos, score para esteatose, ballooning 

e inflamação avaliados em ratos do grupo CTR (n=6), HSD (n=8), HSD+0,25EH (n=7) e HSD+0,50EH (n=7). Os 

valores representam média ± epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 
a
 p < 0.05 comparado ao CTR, 

b
 p < 0.05 

comparado ao HSD.   

Figura 4. Avaliação de marcadores da sinalização insulínica hepática e do estresse do retículo endoplasmático. 

A. Nível de glicogênio hepático dos animais dos grupos controle (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose 

(HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). B. Efeito do tratamento com o EH na expressão da AKT no 

fígado de animais dos grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH 

(HSD+0,25; HSD+0,50). C. Efeito do tratamento com o EH na expressão da GRP78 no fígado de animais dos 

grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). As 

barras representam média ± epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 
a
 p < 0.05 comparado ao CTR, 

b
 p < 0.05 

comparado ao HSD.   

Figura 5. Avaliação do efeito do EH sobre a microbiota intestinal. Abundância relativa dos 25 gêneros mais 

abundantes (A) Alfa diversidade calculada pelo Índice de Shannon (B). Análise das principais coordenadas (PCoA) 

usando o índice de dissimilaridade de Bray Curtis (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, 

n=6), com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8), animais alimentados com a dieta rica em sacarose e tratados com 

o EH nas doses de 0,25g/Kg (HSD+0,25, n=7) e 0,50g/Kg (HSD+0,50, n=7) após o período de 5 semanas. A 

análise estatística para o cálculo da β-diversidade entre os grupos foi realizada pelo teste de Análise multivariada 

permutacional de variância não-paramétrico (PERMANOVA, 999 Monte Carlo permutations). 
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RESUMO 

A síndrome metabólica (SM) é caracterizada pela coexistência de três ou mais fatores de risco, 

dentre os principais podemos citar:  obesidade abdominal, disglicemia, hipertensão, resistência 

à insulina e dislipidemia. A microbiota intestinal vem sendo amplamente investigada na última 

década devido a sua interação com muitas vias metabólicas do hospedeiro podendo ser um fator 

contribuinte de muitas desordens metabólicas. Estudos mostram que dietas suplementadas com 

polifenóis podem exercer ação moduladora sobre a microbiota intestinal. A espécie vegetal 

Syzygium cumini (SYZ) é amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento de 

desordens metabólicas. Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar a influência do extrato 

hidroalcoólico (EH) rico em polifenóis de SYZ sobre o eixo intestino-fígado através da 

modulação da microbiota intestinal e dos efeitos sobre o metabolismo hepático de animais 

alimentados com dieta rica em sacarose. O capítulo 1 desta tese refere-se a um estudo de revisão 

sobre a possível associação entre a modulação da microbiota pelos polifenóis e a promoção de 

efeitos benéficos ao hospedeiro através da maior produção de ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC). No capítulo 2 são apresentados os resultados da investigação sobre o efeito da 

sacarose no metabolismo glico-lipídico e na microbiota intestinal de ratos alimentados com 

dieta rica em sacarose após o desmame. Ratos Wistar foram alimentados com dieta padrão 

(CTR; n = 6) ou rica em sacarose (HSD; n = 8) por 22 semanas. Os animais HSD apresentaram 

aumento de TyG (13,2%), HOMA-IR (180%) e insulina sérica (180%). Além disso, eles 

também apresentaram intolerância à glicose e à insulina. Em relação aos lipídios séricos, o 

grupo HSD apresentou aumento dos níveis séricos de TG (134,9%) e AGL (42%) quando 

comparados aos animais CTR. Esse dado é corroborado pela presença de esteatose no fígado 

desses animais. A dieta rica em sacarose modificou a composição da microbiota intestinal de 

animais HSD, particularmente associada a espécies do filo Firmicutes que foi associado a um 

aumento de AGCC, principalmente o acetato. Nossos dados mostram que a dieta HSD foi capaz 

de modificar a composição da microbiota intestinal, reduzindo a diversidade bacteriana e 

favorecendo o crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo alterações 

metabólicas significativas no eixo intestino-fígado dos animais. No capítulo 3 são apresentados 

os resultados da investigação acerca do efeito do EH sobre o metabolismo glico-lipídico de 

ratos alimentados com dieta HSD em um modelo experimental de SM que mais se assemelham 

aos humanos. Para isso, também foram utilizados ratos Wistar CTR e HSD. Os animais HSD 

foram divididos em 3 grupos: HSD tratado (v.o) com EH nas doses de 0,25 g/Kg ou 0,5 g/Kg 

(por 5 semanas) e HSD não tratado. O tratamento com o EH nas duas doses, reduziu a GL em 

jejum do grupo HSD quando comparados aos animais não tratados. Esse efeito foi corroborado 

com reduções do TyG e atenuações das intolerâncias à GL e insulina nos animais tratados com 

EH. A melhora na sensibilidade a insulina foi corroborada pelo aumento do conteúdo de 

glicogênio hepático nos animais tratados. O EH foi capaz de diminuir em torno de 40% os TG, 

nas duas doses avaliadas, e de reverter a doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA). 

Porém, o EH não foi capaz de modular a microbiota intestinal modificada pela dieta rica em 

sacarose. Dessa forma, confirma-se o uso tradicional dessa planta no controle da homeostase 

glicêmica e, pela primeira vez, a capacidade do EH na reversão da hipertrigliceridemia e 

esteatose hepática em um modelo de SM semelhante a humana. Entretanto, o mecanismo pelo 

qual o EH melhora esses parâmetros metabólicos não envolve a modulação da microbiota 

intestinal. 

Palavras-chave: microbiota intestinal; dieta rica em sacarose; hipertrigliceridemia; polifenóis; 

Syzygium cumini. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Metabolic syndrome (MetS) is characterized by the coexistence of three or more risk factors, 

among the main ones we can mention: abdominal obesity, dysglycemia, hypertension, insulin 

resistance and dyslipidemia. The gut microbiota has been extensively investigated in the last 

decade due to its interaction with many metabolic pathways of the host and may be a 

contributing factor to many metabolic disorders. Studies show that diets supplemented with 

polyphenols can exert a modulating action on the gut microbiota. The Syzygium cumini (SYZ) 

is widely used in traditional medicine to treat metabolic disorders. Therefore, the objective of 

our work was to evaluate the ability of the hydroalcoholic extract (EH) rich in SYZ polyphenols 

to modulate the gut microbiota and its possible influence on the gut-liver axis of animals fed a 

high-sucrose diet. Chapter 1 of this thesis refers to a review study on the possible association 

between the modulation of the microbiota by polyphenols and the promotion of beneficial 

effects to the host through the greater production of short-chain fatty acids (SCFA). Chapter 2 

presents the results of research on the effect of sucrose on glyco-lipid metabolism and on the 

intestinal microbiota of rats fed a high-sucrose diet after weaning. Wistar rats were fed a 

standard diet (CTR; n = 6) or high sucrose (HSD; n = 8) for 22 weeks. HSD animals showed 

an increase in TyG (13.2%), HOMA-IR (180%) and serum insulin (180%). In addition, they 

also showed glucose and insulin intolerance. Regarding serum lipids, the HSD group showed 

an increase in serum levels of TG (134.9%) and AGL (42%) when compared to CTR animals. 

This data is corroborated by the presence of steatosis in the liver of these animals. The high-

sucrose diet modified the composition of the intestinal microbiota of HSD animals, particularly 

associated with species of the Firmicutes phylum, which was associated with an increase in 

SCFA, mainly acetate. Our data show that the HSD diet was able to modify the composition of 

the gut microbiota, reducing bacterial diversity and favoring the growth of SCFA-producing 

species, promoting significant metabolic changes in the gut-liver axis of animals. Chapter 3 

presents the results of research on the effect of EH on the glyco-lipid metabolism of rats fed an 

HSD diet in an experimental model of MetS that most resembles humans. For this, Wistar rats 

were fed standard diets (CTR) or high in sucrose (HSD) for 17 weeks. After this period, the 

HSD animals were divided into 3 groups: HSD treated (v.o) with EH at doses of 0.25 g / Kg or 

0.5 g / Kg (for 5 weeks) and untreated HSD. The treatment with HE in both doses reduced the 

fasting GL of the HSD group when compared to untreated animals. This effect was corroborated 

with reductions in TyG and attenuation of intolerances to GL and insulin in animals treated 

with HE. The improvement in insulin sensitivity was corroborated by the increase in the hepatic 

glycogen content in the treated animals. EH was able to decrease TG around 40%, in the two 

doses evaluated, and to reverse non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). However, EH was 

not able to modulate the intestinal microbiota, which was totally modified by the high-sucrose 

diet. Thus, the traditional use of this plant in the control of glycemic homeostasis and, for the 

first time, the ability of HE to reverse hypertriglyceridemia and hepatic steatosis in a human-

like MetS model are confirmed. However, the mechanism by which EH improves these 

metabolic parameters does not involve modulation of the gut microbiota. 

Key words: gut microbiota; high-sucrose diet; hypertriglyceridemia; polyphenols; Syzygium 

cumini. 
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1 Introdução 

 A síndrome metabólica (SM) é uma definição clínica que engloba um conjunto 

de fatores de risco metabólicos que predispõem os indivíduos ao diabetes mellitus tipo 2 (DM2) 

e doenças cardiovasculares (Finicelli et al. 2019). Dentre os fatores de risco podemos citar: 

obesidade abdominal, disglicemia, hipertensão, resistência à insulina e dislipidemia. A SM é 

caracterizada pela coexistência de pelo menos três desses fatores (Alberti et al. 2009). Apesar 

de sua maior incidência em países industrializados, a SM tem aumentado em outras regiões, 

por exemplo, no sudeste asiático (Rochlani et al. 2017). De acordo com o International Diabetes 

Federation (IDF), é estimado que 25% da população mundial apresente SM, sendo a população 

dos Estados Unidos a mais afetada, e, em seguida, a população europeia. Dessa forma, a SM 

vem sendo tratada como um desafio urgente para a saúde humana, por trazer graves implicações 

aos sistemas nacionais de saúde (Nolan et al. 2017). No Brasil, não existe dados sobre a 

porcentagem de indivíduos com SM, embora podemos estimar uma alta prevalência uma vez 

que o último inquérito domiciliar realizado demonstrou que 55,4% dos indivíduos adultos 

estavam com sobrepeso. Desses, 20,3% estavam obesos, sem diferenças entre os sexos 

(VIGITEL 2019). 

A resistência insulínica (RI) e a hiperinsulinemia são fortes preditores para o DM2 e 

são decorrentes da insensibilidade à insulina nos principais tecidos metabólicos (tecido adiposo, 

músculo esquelético e fígado). O acúmulo de triglicerídeos (TG) no tecido adiposo branco 

(TAB) contribui para o surgimento de inflamação crônica local e, consequente, aumento de 

citocinas pró-inflamatórias. A presença dessas citocinas associadas ao estresse oxidativo, 

interfere na sinalização insulínica no TAB resultando em um quadro de resistência insulínica 

(RI) (Heymsfield and Wadden 2017a). Como consequências da RI tem-se a maior liberação de 

ácidos graxos livres (AGL) pelo TAB e estímulo da lipogênese no fígado, o que favorece o 

aparecimento das dislipidemias (Taskinen and Borén 2015). A disfunção do adipócito estimula 
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o fígado a sintetizar mais TG, tanto pela maior captação de AGL da circulação, como pela 

síntese de novo de lipídios em consequência da hiperinsulinemia provocada pela RI. Como 

resultado do maior acúmulo de gordura hepática, o fígado exportará maiores quantidades de 

TG na forma de very low density lipoprotein (VLDL), contribuindo, dessa forma, tanto para o 

desenvolvimento da esteatose hepática não-alcoólica (EHNA) como da hipertrigliceridemia 

(Eslamparast, Tandon, and Raman 2017). 

Muitos estudos têm demonstrado que o elevado consumo de açúcares de adição está 

associado com o desenvolvimento da SM. Esses açúcares adicionados aos alimentos 

contribuem para o rápido aumento dos níveis séricos de glicose e insulina, que está associado 

à resistência insulínica e a SM (Zhang et al. 2018). Particularmente, sacarose e frutose, estão 

associados ao aumento dos níveis de triglicerídeos na circulação, promovendo assim, o aumento 

da lipogênese de novo hepática e a diminuição da sensibilidade a insulina no fígado, como 

também podem contribuir para o desenvolvimento da doença hepática gordurosa não-alcoólica 

(DHGNA) (Hannou et al. 2018). Dietas ricas em açúcar podem modificar a composição da 

microbiota intestinal, reduzindo especificamente a diversidade bacteriana e favorecendo o 

aumento da abundância de grupos específicos associados ao desenvolvimento de desordens 

metabólicas (de Oliveira Neves et al. 2020). Além disso, dietas com excesso de açúcar podem 

causar danos ao epitélio intestinal, aumentando a permeabilidade do mesmo, favorecendo 

assim, a endotoxemia metabólica e a esteatose hepática (Satokari 2020).  

Atualmente, existem fortes evidências de que a inflamação crônica sub-clínica, 

processo importante para o desenvolvimento de desordens metabólicas como a SM, é 

decorrente da interação entre a dieta do indivíduo e sua microbiota intestinal (Cani et al. 2012). 

Além do tecido adiposo, estudos demonstraram que o intestino é uma fonte importante de 

mediadores inflamatórios que interferem na sinalização insulínica, promovendo a RI (Ding et 

al. 2010; Ding and Lund 2011; Lam et al. 2012). Camundongos germ free (GF) geralmente não 



24 
 

desenvolvem obesidade, RI e inflamação intestinal induzida por dieta rica em gordura. No 

entanto, quando esses camundongos foram colonizados com a microbiota de animais obesos, 

desenvolveram o mesmo perfil associado a SM dos doadores (Bäckhed et al. 2004; Turnbaugh 

et al. 2006). 

O microbioma intestinal corresponde a uma complexa comunidade de microrganismos 

(bactérias, fungos e vírus) residentes em nosso intestino (Cani 2018). Alterações na composição 

e abundância de filos dominantes na microbiota intestinal tem sido associada com a obesidade 

(Ley, Bäckhed, et al. 2005; Ley et al. 2006; Turnbaugh et al. 2006; Turnbaugh et al. 2007). A 

SM resultante da obesidade tem sido associada a endotoxemia metabólica, processo definido 

pela elevada concentração de LPS na circulação derivado da microbiota intestinal (Cani et al. 

2007; Moreira et al. 2012). O LPS pode, assim, contribuir para o desenvolvimento de processos 

inflamatórios crônicos, resistência insulínica, diabetes e doença hepática gordurosa não-

alcoólica (Jayakumar and Loomba 2019; Sharma and Tripathi 2019). 

Estratégias usadas em todo o mundo para o manejo e tratamento da SM, estão 

direcionadas, principalmente, para a combinação de mudanças no estilo de vida e intervenção 

farmacológica. Porém, essa estratégia não tem sido eficaz na redução da prevalência da SM 

(Finicelli et al. 2019). Nesse contexto, surge a necessidade da busca por novas abordagens. 

Entre elas, o uso de fármacos derivados de plantas se apresentam como fonte de compostos 

bioativos e, portanto, com potencial terapêutico para atuar em diferentes vias metabólicas e 

também na modulação da microbiota intestinal, visando efeitos benéficos a saúde do hospedeiro 

(Li, Watanabe, and Kimura 2017). 

Estudos com polifenóis vem demonstrando a importância desses compostos na 

prevenção e tratamento da SM, seja através da participação em mecanismos bioquímicos e 

moleculares, atuando em vias de sinalização intra e intercelulares (Kim, Quon, and Kim 2014; 

Fraga, Oteiza, and Galleano 2018) ou atuando na modulação da microbiota intestinal (Queipo-
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Ortuño et al. 2012; Etxeberria et al. 2015; Lin et al. 2019). Estes compostos são um grupo 

heterogêneo de moléculas presentes em plantas e abundantes na alimentação humana que 

podem promover benefícios a saúde, particularmente associados a prevenção de doenças 

crônicas, tendo sua ação antioxidante como principal propriedade (Tsao 2010). Além disso, 

comprovadamente modulam a microbiota intestinal inibindo o crescimento de bactérias nocivas 

(Duda-Chodak et al. 2015) e favorecendo o crescimento de bactérias benéficas que contribuem 

para a redução da permeabilidade intestinal como também ajudam na prevenção e tratamento 

da obesidade (Neyrinck et al. 2013; Lin et al. 2019). 

Szyzigium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) se destaca por ser amplamente usada na 

medicina tradicional para o tratamento de várias patologias, principalmente o diabetes (Ayyanar 

and Subash-Babu 2012). Por essas propriedades, essa espécie foi incluída na Relação Nacional 

de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL and Saúde 2009). Como 

demonstrado por Chagas et al. (2015), há vários compostos fenólicos identificados no S. cumini 

que podem atuar melhorando distúrbios metabólicos como a hiperglicemia (Sharma, 

Balomajumder, and Roy 2008b; Sharma et al. 2008; Schoenfelder et al. 2010; Ramya, 

Neethirajan, and Jayakumararaj 2012; Silva et al. 2012; Tripathi and Kohli 2014), resistência 

insulínica (Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b; Sharma et al. 2008; Ulla et al. 2017), 

hipertrigliceridemia (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005a; Sharma et al. 2008; 

Schoenfelder et al. 2010; Patel, Shah, and Goyal 2009; Sanches et al. 2016; França et al. 2019), 

esteatose hepática (Sanches et al. 2016; Ulla et al. 2017; França et al. 2019), além de atuar como 

antioxidante (Arun et al. 2011a; Aqil et al. 2012; Tripathi et al. 2013; Sanches et al. 2016; Ulla 

et al. 2017). 

Alguns estudos com extratos ricos em polifenóis demonstraram a capacidade destes em 

modular a microbiota intestinal de animais alimentados tanto com dieta rica em gordura quanto 

em açúcar (Anhe et al. 2015; Henning et al. 2018; Wang, Tang, et al. 2018). Resultado 
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semelhante foi observado em estudo com humanos (Moreno-Indias, Sanchez-Alcoholado, et al. 

2016). A modulação da microbiota intestinal foi associada com a redução da inflamação 

sistêmica e aumento da sensibilidade insulínica hepática (Anhe et al. 2015; Lee et al. 2018), 

além da redução da esteatose hepática (Anhê et al. 2018; Lee et al. 2018).  

Apesar de haver alguns estudos que indiquem por quais mecanismos hepáticos ou 

adipocitários o extrato hidroalcoólico (EH) de S.cumini possa estar agindo (Sharma, 

Balomajumder, and Roy 2008b), há uma grande probabilidade de que sua atuação possa ser 

pela modulação da microbiota intestinal, uma vez que o extrato tem uma grande presença de 

compostos fenólicos, os quais possuem essa propriedade, já evidenciada em experimentos com 

extratos ricos em polifenóis, descritos acima. Portanto, visto que não existe estudos avaliando 

o efeito do extrato de S. cumini sobre a composição da microbiota intestinal, hipotetizamos que 

o EH é capaz de alterar a composição da microbiota intestinal modulando o eixo intestino-

fígado de animais alimentados com dieta rica em sacarose.  

 

2 Referencial teórico 

2.1 Síndrome Metabólica: definição e epidemiologia 

A síndrome metabólica (SM) foi inicialmente descrita em 1988 (Reaven 1988), sendo 

caracterizada pela coexistência de três ou mais fatores de risco, dentre os principais podemos 

citar:  obesidade abdominal, disglicemia, hipertensão, resistência à insulina e dislipidemia 

(Alberti et al. 2009). A prevalência global de SM varia de acordo com fatores geográficos e 

dados sóciodemográficos, bem como o critério usado para diagnóstico. Segundo dados de uma 

pesquisa realizada em 2015 (National Health and Nutrition Examination Survey), 35% dos 

adultos nos Estados Unidos (EUA) tinham diagnóstico de SM (30,3% em homens e 35,6% em 

mulheres) (Aguilar et al. 2015). Em pesquisa anterior, foi observada uma prevalência de SM 
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entre mulheres afro-americanas de 57% e de 26% entre mulheres hispânicas (Grundy 2008). 

Entre adolescentes americanos foi estimada uma prevalência de 10,1% (Miller et al. 2014). 

Estima-se que muitos indivíduos com SM sejam assintomáticos, mas com um risco considerado 

elevado para a ocorrência de um primeiro evento coronariano dentro de um período de 10 anos. 

Atualmente, existe um sub-diagnóstico e sub-tratamento da SM (Aguilar et al. 2015). 

A prevalência de SM geralmente corresponde a prevalência de obesidade. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) define obesidade como o acúmulo excessivo de gordura 

que pode prejudicar a saúde e tem seu diagnóstico baseado no valor do Índice de Massa 

Corpórea (IMC) ≥ 30 kg/m2 (WHO, 2000). A prevalência de IMC ≥ 30 kg/m2 varia de 3,7% no 

Japão a 38,2% nos EUA (OECD, 2017). De maneira alarmante, a prevalência de obesidade 

aumentou em todo o mundo entre 1975 e 2016. Entre crianças e adolescentes, o aumento foi de 

0,7% para 5,6% em meninos e de 0,9% para 7,8% em meninas ("Worldwide trends in body-

mass index, underweight, overweight, and obesity from 1975 to 2016: a pooled analysis of 2416 

population-based measurement studies in 128·9 million children, adolescents, and adults"  

2017). Entre adultos, no mesmo período, foi de 3,2% para 10,8% em homens e de 6,4% para 

14,9% em mulheres. Em 2014, 0,64% de homens e 1,6% de mulheres apresentavam obesidade 

mórbida (IMC ≥ 40 kg/m²) ("Trends in adult body-mass index in 200 countries from 1975 to 

2014: a pooled analysis of 1698 population-based measurement studies with 19·2 million 

participants"  2016). No Brasil, de acordo com a última pesquisa realizada por inquérito 

telefônico pelo Ministério da saúde (Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças 

Crônicas por Inquérito Telefônico-VIGITEL), revelou que 55,4% dos indivíduos adultos 

estavam com sobrepeso. Desses, 20,3% estavam obesos, sem diferenças entre os sexos 

(VIGITEL 2019). 

A obesidade aumenta o risco para doenças metabólicas (diabetes mellitus tipo 2 e a 

doença gordurosa hepática), doenças cardiovasculares, doença de Alzheimer, depressão e 
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alguns tipos de câncer. Além disso, a obesidade pode provocar a redução da qualidade de vida, 

desemprego e baixa produtividade (Blüher 2019). 

2.2 Fisiopatologia da Síndrome Metabólica 

 A ampla variação na distribuição geográfica da síndrome metabólica (SM) enfatiza a 

importância de fatores ambientais e estilo de vida no desenvolvimento desta patogênese, como, 

por exemplo, o consumo excessivo de alimentos altamente calóricos e a ausência de atividade 

física. O aumento da adiposidade tem se apresentado como o principal fator causal para o 

desenvolvimento das principais vias envolvidas na determinação do quadro da SM.  Por isso, 

dentre os mecanismos fisiopatológicos da SM destaca-se a resistência insulínica no tecido 

adiposo branco e a, consequente, maior liberação de ácidos graxos livres para circulação 

(Figura 1). Além disso, o maior consumo de dietas ricas em carboidratos (DRC) estimula a 

maior síntese de lipídeos e reduz o conteúdo de glicogênio no músculo esquelético e fígado, o 

que contribui para instalação de uma resistência insulínica sistêmica e, consequentemente, 

hiperglicemia, hipertrigliceridemia e esteatose hepática (Figura 1) (Samuel and Shulman 

2012).  

 

 



29 
 

Figura 1. Papel da sensibilidade insulínica na fisiopatologia da síndrome metabólica. Em condições normais 

(sensibilidade à insulina), logo após a ingestão de alimentos ricos em carboidratos ocorre o aumento de glicose no 

plasma estimulando a secreção de insulina pelas células β pancreáticas. Este hormônio irá atuar nos tecidos para 

promover o estoque de calorias provenientes da dieta. No músculo esquelético, a insulina aumenta a captação de 

glicosee, consequentemente, a síntese de glicogênio. No fígado, a insulina inibe a gliconeogênese e estimula tanto a 

síntese de glicogênio e como a lipogênese de novo (LDN). No tecido adiposo branco (TAB), ela suprime a lipólise 

e promove a lipogênese. Na condição de síndrome metabólica o acúmulo ectópico de lipídio prejudica a sinalização 

insulínica. Portanto, diminui a captação de glicose pelo músculo e, também, a síntese de glicogênio nas células desse 

tecido. No fígado, a insulina perde a capacidade de inibir a gliconeogênese e ativar a síntese de glicogênio. Além 

disso, induz mais LDN com consequente desenvolvimento da doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA). 

No TAB insensível a insulina, ocorre o aumento da lipólise, levando ao aumento da liberação de ácidos graxos livres 

na circulação, favorecendo o acúmulode lipídeos no miócitos (IMCL) e manutenção da DHGNA. Dessa forma, a 

resistência insulínica periférica é exarcebada o que acabada contribuindo para a deficiência da secreção de insulina 

pelas células β pancreáticas promovendo, então, a hiperglicemia. Figura adaptada de Samuel & Shulman, 2012. 

 

A sinalização insulínica participa do controle de várias funções celulares como 

proliferação, crescimento e morte celular, além das sínteses de proteínas, glicose e lipídios 

(Riehle and Abel 2016). Para que essa sinalização ocorra de forma satisfatória é necessário que 

esse hormônio desencadeie fosforilações sucessivas em resíduos de tirosina em seu receptor. A 

subunidade catalítica da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) desencadeia uma nova sequência de 

reações de fosforilação que tem como alvo principal a ativação da proteína quinase B ou Akt. 

Uma vez ativada, a Akt pode fosforilar e inativar a glicogênio sintase quinase 3 (GSK3) 
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permitindo a síntese de glicogênio (Roberts, Hevener, and Barnard 2013). No tecido adiposo, a 

ativação da PI3K/Akt promove a supressão da lipólise (Choi et al. 2010). A captação celular de 

glicose dependente de insulina é estimulada pela migração da proteína transportadora de glicose 

(GLUT4) para a membrana celular e, consequente, transporte de glicose para dentro da célula. 

Além de promover o estoque de glicose, a insulina inibe a gliconeogênese e a glicogenólise, 

como também estimula a transcrição de genes codificantes de enzimas envolvidas nas vias 

glicolíticas e síntese de ácidos graxos. No fígado, a insulina inibe a transcrição e atividade de 

enzimas envolvidas na gliconeogênese (McCracken, Monaghan, and Sreenivasan 2018). 

Entretanto, a ingestão em excesso de nutrientes como gorduras e açúcares simples 

induzem a produção de espécies reativas de oxigênio/nitrogênio em vários tecidos, o que ativa 

quinases de serina e treonina, favorecendo a maior fosforilação desses aminoácidos no receptor 

de insulina e em seus substratos, o que contribui para desenvolvimento do quadro de resistência 

insulínica (RI) (Evans et al. 2005). A redução da sensibilidade à insulina em tecidos alvos a 

ação desse hormônio, é um fator chave para o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 

(DM2). Logo no início, as células β do pâncreas aumentam a quantidade de insulina secretada 

na circulação como um mecanismo de compensação para a manutenção da homeostase de 

glicose. Porém, a hiperinsulinemia promove maior acúmulo de gordura no fígado e, 

consequente, hipertrigliceridemia (Czech 2017). 

O tecido adiposo possui um papel central na patofisiologia da SM. Os adipócitos 

constituintes do tecido adiposo branco (TAB) são os principais responsáveis pelo estoque de 

triglicerídeos. Dessa forma, podem sofrer hipertrofia e hiperplasia em resposta ao excesso de 

nutrientes, o que pode resultar em déficit no suprimento de sangue com a indução de um estado 

de hipóxia, o que leva a uma disfunção dos adipócitos (Halberg, Wernstedt-Asterholm, and 

Scherer 2008). Nessa condição, há maior secreção de adipocinas pró-inflamatórias por essas 

células (IL-6, TNF-α), resultando em um estado inflamatório crônico sub-clínico ao nível 
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sistêmico. A hidrólise de triglicerídeos dentro do adipócito promove a liberação de ácidos 

graxos livres (AGL). Portanto, elevados níveis de AGL, citocinas inflamatórias e intermediários 

de lipídios interferem na sinalização insulínica, contribuindo dessa forma para o 

desenvolvimento da RI nesse tecido (Tchkonia et al. 2013). 

A concentração dos AGL na circulação é regulada principalmente pela ação da insulina 

no TAB através da supressão da atividade lipolítica nos adipócitos. Assim, no quadro de RI há 

aumento da liberação dos AGL pelo TAB (McCracken, Monaghan, and Sreenivasan 2018). 

Com o maior influxo de AGL nos tecidos, há o acúmulo de gordura fora do tecido adiposo 

(gordura ectópica), como no músculo esquelético e fígado, o que favorece a produção de 

intermediários da β-oxidação lipídica como os diacilgliceróis (DAG) e ceramidas (Samuel and 

Shulman 2012). Esses lipídeos aumentam a atividade das PKCs, o que diminui a fosforilação 

dos resíduos de tirosina no receptor de insulina, contribuindo ainda mais para o quadro de RI 

sistêmico (Freidenberg et al. 1988; Petersen and Shulman 2018). O fígado tem papel essencial 

na manutenção da homeostase de lipídios e balanço energético através de múltiplas vias 

metabólicas como, por exemplo, a lipogênese de novo (LDN), captação de ácidos graxos, 

oxidação de ácidos graxos e exportação de triglicerídeos. Ocorre então, uma coordenada 

supressão da gliconeogênese e da glicogenólise, com ativação da síntese de glicogênio 

(Petersen and Shulman 2018). A sinalização insulínica através da Akt no fígado ativa a síntese 

de ácidos graxos a partir da glicose e aminoácidos, via da LDN, que culmina com o 

empacotamento de triglicerídeos (TG) em vesículas de lipoproteínas de baixa densidade 

(VLDL) para exportação e captação pelos tecidos periféricos (Biddinger et al. 2008). Porém, 

sob condições de hiperglicemia e hiperinsulinemia, a via lipogênica é continuamente estimulada 

promovendo uma elevada produção de TG, favorecendo, assim, o aparecimento das 

dislipidemias (Samuel and Shulman 2016).   
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O excessivo acúmulo de lipídios no hepatócito resulta na doença hepática gordurosa 

não-alcoólica (DHGNA). A DHGNA é a mais frequente desordem hepática crônica na 

população a nível global (Kitade et al. 2017) e a terceira principal causa de hepatocarcinoma 

(HCC). A DHGNA inclui diferentes estágios de gravidade da doença, variando de esteatose a 

esteato-hepatite (NASH), que pode evoluir para cirrose e HCC. A esteatose hepática está 

presente em até 70% dos pacientes com DM2 e 90% dos pacientes obesos, sendo fator de risco 

direto para as doenças cardiovasculares, as principais causas de mortalidade no mundo 

(Vallianou et al. 2019). 

 

2.3 Açúcares de adição e a síndrome metabólica 

 Os açúcares são encontrados naturalmente em frutas, vegetais, alguns grãos, leite 

humano, leite e seus derivados, mas também são adicionados aos alimentos durante o processo 

de preparação/produção ou adicionados no momento do consumo (Fidler Mis et al. 2017). O 

termo “açúcares de adição” refere-se a sacarose, frutose, glicose, hidrolisado de amido (xarope 

de glicose ou xarope rico em frutose) e outras preparações de açúcar isolados usadas para tal 

ou adicionadas durante a preparação ou fabricação do alimento (Bresson et al. 2009). O 

principal açúcar usado em alimentos processados é a sacarose, um dissacarídeo constituído por 

dois açúcares simples, glicose e frutose. Na década de 60, a demanda por açúcar em alimentos 

e bebidas industrializadas levou a criação do xarope de milho rico em frutose, uma mistura de 

glicose e frutose feita a partir do amido de milho por uma conversão enzimática de glicose em 

frutose. O consumo desses açúcares, em refrigerantes e em outras bebidas adoçadas com açúcar, 

aumentou consideravelmente nas últimas décadas (Giugliano et al. 2018). 

Estudos epidemiológicos em todo mundo mostram que a ingestão total de açúcar varia 

de 14,5 a 21,9% da energia total ingerida diariamente entre adultos de países como a Itália e os 
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Estados Unidos (EUA) (Wittekind and Walton 2014). Em alguns países Latino-Americanos 

como o Brasil, o consumo de açúcares de adição está em torno de 25% da energia total ingerida 

diariamente, principalmente na infância, sendo que cerca de 60% da população em geral relatou 

consumir açúcar de maneira excessiva (Fisberg et al. 2018). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) destacou o consumo de açúcar livre, definido 

como a soma de açúcares naturalmente presentes no mel, xaropes, sucos de frutas e 

concentrados de suco de frutas, sendo associado a uma dieta de má qualidade, além do risco 

aumentado para o desenvolvimento de cárie dentária, obesidade e doenças crônicas não 

transmissíveis (Organization 2015). O elevado consumo de bebidas adoçadas com açúcar está 

associado com o aumento da prevalência de SM, elevado risco para obesidade e o risco 

aumentado para o desenvolvimento do diabetes (Giugliano et al. 2018). Estudos mostraram que 

a frutose, principal componente de refrigerantes e de açúcares de adição em geral, parece ser 

particularmente nociva ao ser associada com o desenvolvimento de fatores de risco relacionados 

à SM, incluindo obesidade, dislipidemia, esteatose hepática, hipertensão, resistência insulínica 

e diabetes (Johnson et al. 2017; Hannou et al. 2018). 

Além disso, o consumo excessivo de frutose pode ter significativos efeitos no 

metabolismo de lipídios, contribuindo para a esteatose hepática e para o aumento dos níveis 

séricos de triglicerídeos na forma de very low-density lipoprotein (VLDL). O acúmulo de 

lipídios no fígado resulta da combinação do aumento da lipogênese de novo (DNL) hepática, 

esterificação de ácidos graxos pré-formados derivados da dieta ou do tecido adiposo, 

diminuição da secreção de VLDL e redução da oxidação hepática de ácidos graxos. Além disso, 

a frutose contribui para a produção de triglicerídeos pelo fígado, atuando como substrato para 

a síntese de ácidos graxos e triglicerídeos e pela ativação do sistema de sinalização que aumenta 

a produção de lipídios (Sobrecases et al. 2010; Crescenzo et al. 2013; Hannou et al. 2018). 

Dessa forma, contribui para contribuindo para o desenvolvimento da esteatose e resistência 
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inuslínica hepática (Ter Horst and Serlie 2017). Adicionalmente, o consumo elevado desse 

monossacarídeopode induzir a resistência a leptina que em contrapartida, promove o aumento 

da ingestão de alimentos e obesidade (Zhang, Jiao, and Kong 2017). 

Estudos vem mostrando que os açúcares também estão envolvidos na regulação de 

processos metabólicos via acetilação de proteínas no tecido hepático (Meyer et al. 2018; Softic 

et al. 2019). Este processo é a principal modificação pós-traducional a ocorrer em eucariotos. 

Trata-se da transferência de um grupo acetil proveniente da acetil-coenzima A (acetil-CoA) 

para um sítio específico na sequência de aminoácidos da proteína (Drazic et al. 2016). A adição 

de grupos acetil aos resíduos de lisina de proteínas não-histônicas, neutraliza a carga positiva 

de grupos ε-amino, podendo afetar a estrutura e a atividade da proteína (Ali et al. 2018). A 

acetilação é dependente da disponibilidade do nutriente. Por exemplo, períodos de jejum ou 

restrição calórica aumenta a oxidação de ácidos graxos e, dessa forma, aumenta a produção de 

acetil-CoA, que pode servir como substrato para a acetilação de proteínas mitocondriais (Kim 

et al. 2006; Schwer et al. 2009). A conversão do piruvato em acetil-CoA também contribui para 

o pool de acetil-CoA tanto a nível mitocondrial quanto a nível nuclear, alterando os padrões de 

acetilação de proteínas histônicas e não-histônicas (Menzies et al. 2016).  

No processo de acetilação dos resíduos de lisina de proteínas estão envolvidas enzimas 

chamadas de acetiltransferases de lisina (KATs). Esse processo pode ser reversível, sendo um 

alvo crucial para a ativação e desativação de certas vias celulares, especialmente para processos 

de regulação transcricional de genes, e depende da participação das chamadas deacetilases de 

lisina (KDACs). Estas enzimas são divididas em dois grupos distintos com diferentes 

mecanismos catalíticos: deacetilases de histonas (HDACs) dependentes de Zn+ e Sirtuinas 

dependentes de NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo). Portanto, a acetilação é 

dependente de acetil-CoA e as sirtuinas usam NAD+ como co-substrato (Figura 2) (Drazic et 

al. 2016; Verdin and Ott 2015).  
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Figura 2. A relação entre acetilação de proteínas e metabolismo. O metabolismo pode influenciar a acetilação 

de proteínas através de mudanças na concentração intracelular de NAD+ e acetil-coenzima A (acetil-CoA). Por 

exemplo, a concentração relativa de NAD+ aumenta, levando ao aumento da atividade enzimática de sirtuinas e a 

deacetilação de seus alvos. A atividade de acetiltransferases varia de acordo com a concentração de acetil-CoA. 

Quando houver aumento da carga de nutrientes e a concentração de acetil-CoA aumentar, o aumento da atividade 

da acetiltransferase promoverá a acetilação de proteínas alvo.  Fonte: Verdin & Ott (2014) com modificações. 

 

 

Alguns eventos de acetilação de resíduos de lisina podem ocorrer de maneira não 

enzimática via interação direta da proteína com a acetil-CoA. Esta reação seria favorecida pelo 

pH elevado e pelas altas concentrações de acetil-CoA, condições que certamente estão presentes 

na mitocôndria (Baeza, Smallegan, and Denu 2015). Nesse contexto, um estudo recente 

mostrou o papel de uma proteína mitocondrial chamada acil-CoA tioesterase (Acot9) no tecido 

hepático, a qual está envolvida no transporte de acetil-CoA para o ciclo do ácido tricarboxílico 

(TCA). Foi mostrado que animais knockout para a Acot9 apresentavam maiores níveis de 

acetilação de proteínas hepáticas ao contrário dos animais com a expressão normal desta 

proteína. Os autores sugerem que a presença da Acot9 acaba sendo um fator limitante da 

disponibilidade de acetil-CoA para os processos de acetilação de proteínas (Steensels et al. 

2020). 

Dietas ricas em açúcar também são capazes de alterar a composição da microbiota 

intestinal, principalmente reduzindo a diversidade bacteriana. Dessa forma, alguns grupos 
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específicos acabam sendo favorecidos e tem a sua abundância aumentada (Do et al. 2018; Laffin 

et al. 2019). Neves et al. (2020) observaram que ratos Wistar alimentados com uma dieta rica 

em açúcar (36, 32% do conteúdo de carboidratos foi referente à adição de sacarose) por 15 

semanas, apresentaram aumento da abundância de sub-classes pertencentes ao filo 

Proteobacteria, grupos esses associados ao desenvolvimento de desordens metabólicas como a 

obesidade (de Oliveira Neves et al. 2020). Além disso, o epitélio intestinal pode ser prejudicado 

tendo a sua permeabilidade aumentada e permitindo a translocação de metabólitos bacterianos 

como o LPS, favorecendo o desenvolvimento de endotoxemia metabólica e processos 

inflamatórios no próprio epitélio intestinal como a doença inflamatória intestinal (Khan et al. 

2020; Laffin et al. 2019; Satokari 2020). 

 

2.4 Papel da microbiota intestinal na síndrome metabólica 

Ao longo do seu processo evolutivo, os seres humanos evoluíram em conjunto com uma 

grande diversidade de microrganismos, hoje denominada microbioma. Essa relação de simbiose 

foi imprescindível para a adaptação a novas fontes de alimentos e a exploração de novos 

ambientes pelos indivíduos da nossa espécie (McFall-Ngai et al. 2013) como também para a 

manutenção do nosso estado de saúde. O microbioma intestinal corresponde a uma complexa 

comunidade de microrganismos (bactérias, fungos e vírus) residentes em nosso intestino (Cani 

2018). É estimado que o número de células microbianas seja 10x maior que o número de nossas 

próprias células, sendo o genoma bacteriano constituído por cerca de 10 milhões de genes que 

complementam as funções do genoma humano, conferindo uma maior diversidade metabólica 

(Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh, Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende, 

Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap, Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier, 

Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li, 

Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Doré, et al. 2010). 
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A maioria das espécies presentes na microbiota intestinal humana são constituintes dos 

filos Firmicutes e Bacteroidetes, como também podem estar presentes, geralmente em menor 

número, espécies pertencentes aos filos Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria e 

Verrucomicrobia ("Structure, function and diversity of the healthy human microbiome"  2012). 

As proporções relativas de cada um desses filos variam entre os indivíduos como também no 

próprio indivíduo ao longo de sua vida (Yatsunenko et al. 2012). 

Muitos nutrientes comuns na dieta humana como gorduras, açúcares simples e proteínas 

são completamente digeridos, enquanto outros, principalmente carboidratos complexos, não 

são completamente digeridos. Dessa forma, vários carboidratos que não são digeridos no trato 

gastrointestinal superior são fermentados pela microbiota intestinal. Como resultado dessa 

fermentação, muitos metabólitos são gerados, incluindo os ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC) como o acetato, o butirato e o proprionato. Esses metabólitos microbianos estão 

envolvidos em vários processos fisiológicos desde o metabolismo energético, lipídico e da 

glicose até processos imunes, inflamatórios e câncer (Cani and Jordan 2018). Além disso, a 

microbiota intestinal sintetiza vitaminas e aminoácidos essenciais, como também participa da 

degradação de xenobióticos e regulação do sistema imune (Gill et al. 2006; Lozupone et al. 

2012). 

A composição da microbiota intestinal pode ser alterada por vários fatores, como o uso 

de antibióticos, probióticos e suplementos dietéticos, a dieta e o tipo de ambiente ao qual este 

indivíduo está exposto (Tamburini et al. 2016). Alterações na diversidade ou estrutura da 

microbiota intestinal conhecida como disbiose pode afetar o metabolismo do hospedeiro 

favorecendo o desenvolvimento de obesidade e demais desordens metabólicas como 

dislipidemias, diabetes e doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) (Vallianou et al. 

2019). 
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A relação entre microbiota intestinal e obesidade foi estabelecida a partir de estudos 

com camundongos germ-free (GF) (Brahe, Astrup, and Larsen 2016). Um estudo demonstrou 

que camundongos GF adultos que foram colonizados com a microbiota de animais criados em 

condições convencionais apresentaram um aumento de 60% de gordura corporal e resistência à 

insulina mesmo tendo um consumo de ração reduzido. Os autores sugerem que a microbiota foi 

capaz de suprimir a expressão do fator adipocitário induzido por jejum (Fiaf) nos camundongos 

convencionalizados, com consequente aumento da atividade da lipoproteína lipase (LPL) o que 

favoreceu o estoque de triglicerídeos nos adipócitos desses animais (Bäckhed et al. 2004). Em 

outro estudo, a colonização de animais GF com a microbiota de animais obesos, resultou em 

ganho de massa gorda nesses animais (Turnbaugh et al. 2006). Camundongos GF 

convencionalizados (colonizados com a microbiota de animais GF criados em condições 

normais) e alimentados com dieta rica em gordura e açúcar apresentaram uma redução na 

expressão da proteína quinase ativada por AMP (AMPK) fosforilada no músculo e no fígado. 

Com isso, ocorreu redução na oxidação de ácidos graxos e aumento do estoque de gorduras 

(Bäckhed et al. 2007). 

Componentes da dieta que não são completamente digeridos são fermentados por 

bactérias anaeróbicas no intestino grosso. Como subprodutos desse processo de fermentação 

são gerados gases e ácidos orgânicos, particularmente três principais ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC): acetato, propionato e butirato (Louis, Hold, and Flint 2014). O acetato pode ser 

gerado tanto a partir da hidrólise da acetil-CoA como também pela via Wood-Ljungdahl usando 

o formato. O propionato pode ser formado a partir da fosfoenolpiruvato (PEP) através da via 

do acrilato ou do succinato, pela redução do lactato a propionato. O butirato é formado a partir 

de duas moléculas de acetil-CoA pela ação da enzima butirato-quinase ou a partir do acetato 

pela ação da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase (den Besten, van Eunen, et al. 2013; Louis, 

Hold, and Flint 2014; Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016) (Figura 3)  
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Figura 3. Vias responsáveis pela biossíntese dos principais metabólitos microbianos resultantes da 

fermentação de carboidratos. O acetato, um dos três principais ácidos graxos de cadeia curta (AGCC, mostrado 

em vermelho), pode ser produzido por muitas bactérias entéricas a partir do piruvato, via acetil-CoA e pela via 

Wood-Ljungdahl. O butirato é formado a partir de duas moléculas de acetil-CoA por vários Firmicutes ou a partir 

do acetato pela ação da butiril-CoA:acetato-CoA-transferase, geralmente usada para catalisar este último passo. A 

principal via de produção do propionato é pela via do succinato, geralmente usada por Bacteroidetes para gerar 

propionato de carboidratos e por alguns Firmicutes que produzem propionato a partir do lactato ou succinato. Duas 

outras vias de produção de propionato são encontradas em algumas bactérias do intestino: a via do acrilato, que 

usa lactato, e a via do propanodiol, que usa fucose e rhamanose. Arqueas são mostradas em laranja. Bacteroidetes 

em cinza. Lachnospiraceae (Firmicutes) em azul. Ruminococcaceae (Firmicutes) em roxo. Negativicutes 

(Firmicutes) em verde e Proteobacteria em marron. DHAP, dihidróxiacetonafosfato; PEP, fosfoenolpiruvato. 

Fonte: Louis et al. (2014) com modificações. 

 

Os AGCC podem ter origem endógena, através da oxidação de gorduras, principalmente 

associado a cetose em períodos de jejum, gerando acetato, propionato e butirato. Também 

podem ser resultantes do metabolismo da acetil-CoA, pela ação da acetil-CoA hidroxilase, 

particularmente o acetato. O propionato também pode ser gerado a partir do metabolismo de 

aminoácidos de cadeia ramificada. Porém, acredita-se que a quantidade de AGCC resultantes 

destes processos metabólicos não seja suficiente para o aumento dos mesmos a níveis séricos. 

Sendo assim, a principal origem desses ácidos graxos está relacionada a processos 

fermentativos que ocorrem, particularmente, no intestino grosso como resultado da atividade 
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microbiana (Tan et al. 2014). Dietas ricas em carboidratos, particularmente fibras fermentáveis, 

são os principais substratos usados pela microbiota para a geração desses metabólitos (Gill et 

al. 2018). 

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) estão envolvidos em diferentes mecanismos 

de indução de saciedade (Vallianou et al. 2019). Em estudos in vivo, os AGCC promoveram o 

aumento das concentrações plasmáticas de hormônios intestinais, como o peptídeo semelhante 

a glucagon tipo-1 (GLP-1) e peptídeo intestinal YY (PYY), acompanhado de reduções do peso 

corporal e gordura hepática, além de melhora da sensibilidade insulínica (Yamashita et al. 2007; 

Chambers et al. 2015; Psichas et al. 2015; van der Beek et al. 2016; Aoki et al. 2017). Também 

foi observado efeito semelhante desses AGCC na indução da secreção desses hormônios em 

estudos in vitro (Tolhurst et al. 2012; Larraufie et al. 2018). Além disso, foram associados a 

promoção da termogênese no tecido adiposo (Gao et al. 2009; Jocken et al. 2017), como 

substrato para a gliconeogênese, tanto hepática quanto intestinal, contribuindo para o controle 

dos níveis de glicose (den Besten, van Eunen, et al. 2013; De Vadder et al. 2014). Apesar dos 

estudos evidenciarem a associação dessas substâncias a efeitos metabólicos benéficos (Aron-

Wisnewsky et al. 2020), os AGCC podem ser utilizados como substratos para o metabolismo 

energético do hospedeiro, atuando como uma fonte extra de energia através da sua participação 

em processos como a lipogênese e a gliconeogênese (den Besten, Lange, et al. 2013) e, dessa 

forma, associados ao ganho de peso (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 

2016) e a DHGNA (Rau et al. 2018). 

Alterações na composição e abundância de filos dominantes na microbiota intestinal 

tem sido associada com a obesidade. Os primeiros estudos em modelos animais de obesidade 

demonstraram que há um aumento de bactérias do filo Firmicutes e uma diminuição de espécies 

pertencentes ao filo Bacteroidetes (Ley, Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007). Em 

humanos, a predominância de Firmicutes em relação a Bacteroidetes foi observada em alguns 
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estudos (Turnbaugh et al. 2006; Ley et al. 2006), enquanto em outros, foi encontrada a 

predominância de Bacteroidetes (Armougom et al. 2009; Schwiertz, Taras, Schafer, et al. 2010). 

A microbiota intestinal exerce um importante papel na função e integridade do efeito de 

barreira proporcionado pelo epitélio intestinal. Portanto, o aumento da permeabilidade 

intestinal e, dessa forma, a translocação de produtos bacterianos, como o lipopolissacarídeo 

(LPS), promovem a ativação de cascatas pró-inflamatórias, além de comprometer a resposta 

immune a nível de mucosa intestinal. O LPS pode, assim, contribuir para o desenvolvimento 

de processos inflamatórios crônicos, resistência insulínica, diabetes e doença hepatica 

gordurosa não-alcoólica (Figura 4) (Jayakumar and Loomba 2019; Sharma and Tripathi 2019). 

Figura 4. A microbiota intestinal está envolvida no início de desordens metabólicas associadas com a 

obesidade: a dieta está associada a disbiose da microbiota intestinal que promove alterações na permeabilidade 

intestinal (alterando a distribuição das proteinas tigh junction) e, dessa forma, produtos bacterianos como o LPS 

chegam a circulação sanguínea provocando a endotexemia metabólica, iniciando os processos de inflamação 

crônica sub-clínica, resistência insulínica nos tecidos adipose, muscular e fígado com consequente 

desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e doença hepatica gordurosa não-alcoólica.  Figura adaptada de Cani 

& Delzene, 2011. 
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Esse distúrbio da resposta imune associada a mucosa intestinal tem influência sobre a 

autoimunidade mediada por células T e, portanto, relação com desordens autoimunes como o 

diabetes mellitus tipo 1 (Paun, Yau, and Danska 2017). Em estudo realizado com humanos com 

diabetes tipo 2, foi observado um aumento da permeabilidade intestinal em comparação com 

indivíduos do grupo controle (Horton et al. 2014). Resultados semelhantes foram obtidos em 

estudos com animais (Ding and Lund 2011; Xiao et al. 2014). Em indivíduos diabéticos foi 

observado a abundância de Bacteroidetes e Proteobacteria (Larsen et al. 2010). Também tem 

sido demonstrado a redução de Akkermansia em animais obesos (Everard et al. 2013), 

Bifidobacterium e F. prausnitzii em humanos com DM2 (Qin et al. 2012). A presença destas 

bactérias no epitélio intestinal promove a diminuição da permeabilidade, com consequente 

redução da translocação de produtos bacterianos. Dessa forma, ocorreu a redução de 

marcadores inflamatórios, como também o equilíbrio dos níveis plasmáticos de glicose (Ley, 

Backhed, et al. 2005). 

A relação entre microbiota intestinal e DHGNA foi evidenciada a partir de um estudo 

com camundongos GF. Esses animais ao serem colonizados com a microbiota fecal de animais 

com DHGNA desenvolveram um perfil metabólico semelhante aos doadores fecais, 

apresentando esteatose macrovesicular, hipertrigliciridemia, aumento da lipogênese de novo e 

da expressão de fatores transcricionais associados à ativação de genes codificantes de enzimas 

lipogênicas. Os autores também observaram que esses animais apresentaram diferenças quanto 

a composição da microbiota intestinal, com predomínio de bactérias do filo Firmicutes, 

comparado ao grupo que foi colonizado com fezes de animais sem DHGNA (Le Roy et al. 

2013). Estudos em humanos com DHGNA apresentaram aumento de bactérias do filo 

Proteobacteria (Loomba et al. 2019). Resultado semelhante foi observado em pacientes com 

NASH, onde também houve predominância de Proteobacterias, especificamente espécies da 

família Enterobacteriaceae, gênero Escherichia. Nesse mesmo estudo, os pacientes com NASH 
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apresentaram um aumento do número de Bacteroidetes e diminuição de Firmicutes, além da 

redução na abundância de espécies do filo Actinobacteria (especificamente do gênero 

Bifidobacterium) (Zhu et al. 2013). 

Um provável mecanismo pelo qual a microbiota intestinal pode contribuir para o 

desenvolvimento da DHGNA e sua severidade inclui a inflamação e aumento da 

permeabilidade do epitélio intestinal (Boursier and Diehl 2016). Pacientes obesos com DHGNA 

apresentaram níveis elevados da proteína ligadora de LPS (LBP) no plasma, sendo ainda mais 

elevado em pacientes com NASH. Além disso, a expressão de RNA mensageiro do gene TNF-

α foi aumentada no tecido hepático desses pacientes, evidenciando o papel do LPS no 

desenvolvimento da NASH em pacientes obesos (Ruiz et al. 2007).  

Com o crescente entendimento acerca do papel da microbiota intestinal no 

desenvolvimento da síndrome metabólica, a investigação de novas e potenciais estratégias de 

modulação dessa microbiota vêm sendo estudadas. Entre elas, podemos citar o uso de fármacos, 

probióticos e prebióticos como os polifenóis (Li, Watanabe, and Kimura 2017). 

 

2.5 Polifenóis e a modulação da microbiota intestinal 

 Os polifenóis são metabólitos secundários de plantas que existem amplamente em 

vegetais e frutas que podem promover benefícios a saúde, particularmente associados a 

prevenção de doenças crônicas, tendo sua ação antioxidante como principal propriedade (Tsao 

2010). Cerca de 8000 compostos fenólicos já foram identificados e de acordo com a sua 

estrutura química estão classificados em dois subgrupos: flavonoides e não flavonoides, que 

inclui os ácidos fenólicos (Fraga, Croft, Kennedy, and Tomás-Barberán 2019). Polifenóis 

presentes na dieta são pobremente absorvidos, sendo considerado que apenas cerca de 5% do 

total de polifenóis ingerido é totalmente absorvido. Além disso, esses compostos sofrem 
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intensiva biotransformação pela microbiota intestinal, gerando uma ampla variedade de novas 

estruturas químicas que facilmente chegam a circulação sistêmica (Figura 5) (Luca et al. 2019).  

 

 

Figura 5: Relação entre os polifenóis e a microbiota intestinal: Está bem estabelecido que a biodisponibilidade 

dos polifenóis depende da sua metabolização por enzimas hidrolíticas presentes no epitélio intestinal e em grande 

parte pela microbiota intestinal. Após serem ingeridos, os polifenóis podem: (1) - exercer efeitos diretos no trato 

gastrointestinal associado, por exemplo, ao seu potencial antioxidante; ou atuar de maneira sistêmica induzindo a 

liberação de hormônios associados a homeostase de glicose pelas células enteroendócrinas. (2) - podem interagir 

com a microbiota promovendo alterações na sua composição, por exemplo, favorecendo o crescimento de bactérias 

benéficas; ou biotransformados pela microbiota, gerando assim moléculas menores mais facilmente absorvidas e, 

portanto, chegando até aos órgãos distais. Promovem também efeitos sistêmicos, pela indução da liberação de 

hormônios intestinais pelas células enteroendócrinas.  (3) - podem ser metabolizados pelas células do epitélio 

intestinal e de lá podem chegar a circulação ou serem excretados de volta ao lúmen do intestino. Assim, o 

metabolismo dos polifenóis no trato gastrointestinal, principalmente, pela microbiota intestinal é de extrema 

importância para os efeitos benéficos promovidos por esses compostos ao metabolismo do hospedeiro. Figura 

adaptada de Oteiza et al., 2018. 

 

O metabolismo dos polifenóis pelas bactérias intestinais envolve a quebra das ligações 

glicosídicas e a decomposição do esqueleto heterociclico. Os glicanos, resultantes da clivagem 

dos glicosídeos, são nutrientes essenciais para a maioria das bactérias constituintes da 
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microbiota intestinal (Ozdal et al. 2016). Evidências sugerem que os polifenóis presentes na 

dieta participam da modulação da microbiota intestinal, inibindo o crescimento de bactérias 

patogênicas, controlando a população de bactérias comensais e probióticos, favorecendo assim, 

uma melhor interação microbiota-hospedeiro, promovendo efeitos benéficos (Tomás-Barberán, 

Selma, and Espín 2016). 

Alguns polifenóis encontrados no chá verde e preto, podem inibir o crescimento de 

bactérias nocivas como Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa (Duda-Chodak 

et al. 2015), enquanto outros polifenóis favorecem a proliferação de bactérias benéficas como 

Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Akkermansia muciniphila e Faecalibacterium 

prausnitzii, além de modular a razão Firmicutes/Bacteroidetes (Jin et al. 2012; Gwiazdowska 

et al. 2015; Masumoto et al. 2016; Moreno-Indias, Sánchez-Alcoholado, et al. 2016). O 

crescimento dessas bactérias probióticas (Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 

Akkermansia muciniphila) contribuem para a redução da permeabilidade intestinal como 

também ajudam na prevenção e tratamento da obesidade e síndrome metabólica (Neyrinck et 

al. 2013; Lin et al. 2019). 

A modulação da razão Firmicutes/Bacteroidetes, geralmente com redução de 

Firmicutes e aumento de Bacteroidetes, tem sido associada com a melhora dos níveis de glicose, 

diminuição do acúmulo de gordura e peso corporal (Lin et al. 2019). Em estudo com humanos, 

indivíduos que receberam vinho tinto sem álcool (rico em antocianinas), por um período de 20 

dias apresentaram redução da pressão arterial, níveis de triglicerídeos, colesterol total e proteína 

C reativa também reduzidos. Os autores associam esses benefícios ao aumento de Bacteroidetes 

e redução de Firmicutes (Queipo-Ortuño et al. 2012). Em estudo com animais, foi observado 

que a administração de quercetina promoveu redução na razão Firmicutes/Bacteroidetes com 

redução no ganho de peso corporal e níveis séricos de insulina (Etxeberria et al. 2015). Animais 
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alimentados com dieta rica em gordura (DRG) e suplementada com extrato de Blueberry 

apresentaram mudanças na composição da microbiota intestinal caracterizada por uma 

diminuição de Firmicutes e aumento na abundância de representantes da classe Bacilli e dos 

filos Fusobacteria e Proteobacteria. Essas mudanças na composição da microbiota foram 

associadas a uma melhora no efeito de barreira do epitélio intestinal, com consequentes redução 

da inflamação sistêmica e melhora da resistência insulínica hepática dos animais obesos (Lee 

et al. 2018).  

Além do efeito modulador sobre a microbiota intestinal, já amplamente investigado e 

demonstrado em vários estudos in vitro e in vivo, os polifenóis contribuem para o aumento da 

produção de AGCC. Em estudo in vitro, usando um modelo de fermentação fecal (Batch), foi 

observado que os elagitaninos presentes no extrato de romã promoveram o aumento das 

concentrações de acetato, propionato e butirato (Bialonska et al. 2010). A adição de quercetina 

e fruto-oligossacarídeos (FOS) a dieta de animais aumentou a produção de AGCC, em especial 

do butirato, enquanto a adição de catequina e FOS, aumentou a concentração de propionato 

(Zheng et al. 2017). Resultados semelhantes foram observados em estudos com extratos ricos 

em polifenóis de chá preto (Henning et al. 2018) e chá verde (Wang, Zeng, et al. 2018). Os 

AGCC podem interferir de maneira benéfica sobre o metabolismo de lipídios, homeostase da 

glicose, como também estimulando a produção de hormônios envolvidos na regulação do 

apetite (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Bäckhed 2016). 

Os polifenóis também podem participar de mecanismos bioquímicos e moleculares, 

atuando em vias de sinalização intra e intercelulares, como a regulação de fatores de transcrição 

nucleares e metabolismo de lipídios, e modulando a síntese de mediadores inflamatórios (Kim, 

Quon, and Kim 2014; Fraga, Oteiza, and Galleano 2018). Em estudo com o extrato de 

Hibiscus sabdariffa L., foi observado que os animais tratados com o extrato apresentaram 

redução no acúmulo de gordura no tecido adiposo, no ganho de peso corporal, na dislipidemia 
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e normalização do índice glicêmico, bem como a melhora da esteatose hepática. Os autores 

sugerem que o efeito do extrato esteja associado ao seu papel na regulação dos receptores 

ativados por proliferadores de peroxissoma γ (PPAR γ) e das proteínas ligadas aos elementos 

reguladores de esterol 1c (SREBP1c) (Villalpando-Arteaga et al. 2013). Quercetina e ácido 

cafeico foram associados ao aumento da expressão da proteína quinase ativada por AMP 

(AMPK), envolvida na oxidação de ácidos graxos, em estudos in vitro (Ahn et al. 2008; Liao 

et al. 2013). 

 

2.6 Syzigium cumini (L) Skeels e seu potencial para o tratamento da síndrome metabólica 

 É estimado que até 25% da população adulta em todo o mundo apresente desordens 

metabólicas que se encaixam nos critérios para a classificação de síndrome metabólica (SM). 

Esses indivíduos têm um risco cinco vezes maior para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 e 

cerca de duas vezes maior para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares (O'Neill and 

O'Driscoll 2015). As diretrizes para o controle e redução dos casos de SM estão direcionadas 

para a mudança no estilo de vida, associada a uma menor ingestão de alimentos altamente 

calóricos e atividade física, combinada a intervenções farmacológicas (Rochlani et al. 2017). 

Nesse contexto, os fármacos derivados de plantas se apresentam como fonte de compostos 

bioativos e, portanto, com potencial terapêutico para atuar em diferentes vias metabólicas, 

devido à grande variedade de compostos com características químicas e farmacológicas 

diferentes (Mukherjee et al. 2015). 

A família Myrtaceae compreende em torno de 121 gêneros com 3800-5800 espécies 

de arbustos e árvores distribuídas principalmente em áreas tropicais e subtropicais (Stefanello, 

Pascoal, and Salvador 2011). O gênero Syzygium é constituído por cerca de 1100 espécies, 

dentre elas a espécie Szyzigium cumini (L.) Skeels (sinonímia: Syzygium jambolanum D.C., 
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Eugenia jambolana Lam.) se destaca por ser amplamente usada na medicina tradicional para o 

tratamento de várias patologias, principalmente o diabetes (Ayyanar and Subash-Babu 2012). 

Essa espécie é uma árvore de grande porte, nativa da Índia, mas amplamente distribuída e 

cultivada em outros países da África, Ásia e América do Sul (Srivastava and Chandra 2013). É 

popularmente conhecida como black plum ou jambolan na língua inglesa, jan ou jamun na 

Índia, guayabo pesgua em países de língua espanhola e jambolão ou jamelão no Brasil (Figura 

6) (Lim et al. 2012). 

 

Figura 6. Szyzigium cumini (L.) Skeels. A. Imagem de um espécime no campus Dom Delgado da Universidade 

Federal do Maranhão (UFMA), São Luís, MA. B. Detalhes da folhas e frutos da espécie. Fonte: própria 
 

A espécie S.cumini é amplamente conhecida por apresentar diversas propriedades 

medicinais, que são atribuídas à presença de compostos biativos presentes em várias partes 

dessa planta. As folhas são usadas no tratamento de gastropatias, dermopatias, constipação e 

leucorréia (Bhandary, Chandrashekar, and Kaveriappa 1995); os frutos usados no tratamento 

de faringites e doenças esplênicas, enquanto as sementes têm sido usadas como adstringente e 

diurético (Baliga et al. 2011). Estudos farmacológicos têm demonstrado as atividades 

biológicas do S. cumini, incluindo-o como antihiperglicemiante (Kumar et al. 2008), 

cardioprotetor (Mastan et al. 2009) e antioxidante (Sanches et al. 2016; Arun et al. 2011a). 
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Além disso, estudos mais recentes investigaram o seu potencial para o tratamento da 

hiperlipidemia (Silva et al. 2012) e da obesidade (Dickel, Rates, and Ritter 2007). Em 2009 o 

Ministério da Saúde a incluiu na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS 

(RENISUS), reconhecendo o seu importante papel no contexto etnofarmacológico brasileiro 

(BRASIL and Saúde 2009). 

O uso mais comum do S. cumini tem sido no tratamento do diabetes, propriedade que 

vem sendo estudada há mais de 100 anos pela medicina ocidental (Helmstädter 2008). Nos 

últimos anos, vários estudos avaliaram o extrato, especialmente das sementes, desta espécie 

para a investigação do seu efeito anti-hiperglicêmico (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 

2003; Schossler et al. 2004; Anandharajan et al. 2006; Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b; 

Sharma et al. 2008; Ramya, Neethirajan, and Jayakumararaj 2012; Silva et al. 2012). Ratos com 

obesidade induzida por estreptozotocina (STZ) foram tratados com o extrato etanólico das 

sementes rico em flavonoides apresentaram reduzidos níveis de glicose tanto na circulação 

sanguínea quanto na urina (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2003). Esse mesmo extrato 

também foi capaz de restaurar a sensibilidade à insulina periférica em ratos (500mg/kg/ dia, 21 

dias) (Sharma, Balomajumder, and Roy 2008b) e camundongos (300 mg/Kg/dia, 15 dias) 

(Sharma et al. 2008) diabéticos. O efeito observado nesses estudos foi atribuído ao aumento da 

atividade dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPAR) α e γ. Além disso, 

o extrato foi capaz de promover o aumento da atividade de enzimas envolvidas na biossíntese 

de glicogênio no fígado desses animais, estimulando a secreção de insulina pelas células β 

pancreáticas, favorecendo assim, o aumento da captação de glicose periférica (Sharma, 

Balomajumder, and Roy 2008b).  

Baldissera et al. (2016) demonstraram que ratos com diabetes induzida por dieta rica 

em gordura e STZ tratados com o extrato hidroalcoólico bruto das folhas de S. cumini por 6 

semanas apresentaram redução nos níveis glicêmicos quando comparados aos níveis glicêmicos 
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dos animais diabéticos. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos 

(Schoenfelder et al. 2010; Tripathi and Kohli 2014). Ulla et al. (2017) avaliaram o efeito do pó 

das sementes de S. cumini sobre ratos com obesidade induzida por dieta rica em gordura e 

observaram que a suplementação de 2,5% do pó à dieta, por um período de 8 semanas, foi capaz 

de restabelecer a tolerância à glicose, a sensibilidade a insulina, assim como, a concentração de 

insulina na circulação dos animais. Esses autores sugerem que a presença de polifenóis como 

os ácidos gálico e elágico presente no pó das sementes seriam responsáveis pelos efeitos 

benéficos observados (Ulla et al. 2017). 

No entanto, ainda são escassos estudos que investiguem os mecanismos pelos quais o 

extrato possa promover essa ação anti-hiperglicemiante. Um estudo in vitro em células 

musculares L6, incubadas com o extrato metanólico das folhas (1 ng/mL- 10 μg/mL) por 24h, 

promoveu o aumento da captação de glicose por essas células. Esse efeito foi associado ao 

aumento da expressão de RNA mensageiro do transportador de glicose (GLUT4) e da 

fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), ambos envolvidos na cascata de sinalização insulínica de 

células musculares e adipócitos (Anandharajan et al. 2006). Estudo recente do nosso grupo, 

demonstrou que o extrato hidroalcoólico das folhas de S. cumini, rico em polifenóis, estimulou 

a secreção de insulina em ilhotas pancreáticas isoladas de ratos com resistência insulínica. Essas 

células foram incubadas com o extrato por 30 dias na dose de 500mg/Kg/dia. O mesmo 

resultado foi observado em linhagens de células β humanas incubadas com o extrato por 1h na 

dose de 100µg/mL (Sanches et al. 2016). 

Com relação as desordens do metabolismo de lipídios, os estudos avaliaram os efeitos 

do S. cumini sobre as dislipidemias associadas ao diabetes. Foi observada uma ação anti-

hiperlipidêmica do extrato rico em flavonóides de sementes de S. cumini (300 mg / kg / dia, 15 

dias). O tratamento dos ratos diabéticos com esse extrato reduziu os níveis circulantes de 

colesterol total, LDL-colesterol e triglicerídeos (TG), bem como aumentou os níveis de 
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colesterol HDL (Sharma et al. 2008). Resultados semelhantes foram apresentados em estudo 

com o extrato aquoso de frutas nas doses de 100 e 200 mg / kg (Rekha, Balaji, and Deecaraman 

2008), como também para o extrato hidroalcoólico do grão da semente (100 mg / kg / dia, 30 

dias) (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005a) e para administração de Dihar (100 mg / kg 

/ dia, 6 semanas), uma mistura indiana de ervas contendo S. cumini (Patel, Shah, and Goyal 

2009). Schoenfelder et al. (2010) realizaram um tratamento agudo com o extrato hidroalcoólico 

bruto das folhas de S. cumini em animais com diabetes induzida por aloxana e observaram que 

houve redução significativa dos TG séricos. Os autores também observaram que os melhores 

resultados foram apresentados pelas doses de 0,125 g/Kg e 0,5 g/Kg (Schoenfelder et al. 2010). 

Em estudos recentes do nosso grupo foram demonstrados que ratos obesos-MSG 

hipertrigliceridêmicos apresentaram uma redução significativa dos TG após o tratamento com 

o EH nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg (Sanches et al. 2016; França et al. 2019). Com relação a 

atividade anti-hipertrigliceridêmica do extrato, França et al. (2019) sugerem que esse efeito 

esteja associado a capacidade do extrato em inibir a expressão e atividade da via XBP-

1s/PDI/MTP reduzindo dessa formação a incorporação e exportação de triglicerídeos através 

da formação de partículas de VLDL (França et al. 2019). Um outro mecanismo sugerido para a 

ação hipolipemiante do extrato de S. cumini seja através da indução de uma maior atividade dos 

receptores ativador por proliferadores de peroxissoma (PPAR) α e γ (Sharma et al. 2008). 

Sendo o fígado um órgão importante no controle do metabolismo de lipídios, estudos 

do nosso grupo avaliaram o efeito do extrato hidroalcoólico rico em polifenóis sobre a esteatose 

hepática. Ratos obesos MSG tratados com o extrato na dose de 500 mg/Kg por 30 dias 

apresentaram redução da esteatose hepática (Sanches et al. 2016). Resultado semelhante foi 

demonstrado por França et al. (2019), onde o tratamento de ratos obesos-MSG com o extrato 

por um período de 8 semanas, nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg, foi capaz de reverter a esteatose 

hepática desses animais. A adição do pó das sementes a dieta de animais com obesidade 
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induzida por dieta rica em açúcar e gordura também promoveu a diminuição da esteatose 

hepática (Ulla et al. 2017). 

Como demonstrado por Chagas et al. (2015), há vários compostos fenólicos 

identificados S. cumini que podem atuar melhorando distúrbios metabólicos citados acima 

(Chagas et al. 2015). Considerando os flavonoides já identificados, o efeito anti-hiperglicêmico 

da rutina foi atribuído a sua capacidade de inibir a atividade de enzimas envolvidas no 

metabolismo da glicose no fígado e no músculo de ratos com diabetes induzida por STZ (Prince 

and Kamalakkannan, 2006). Em outro estudo, a rutina foi capaz de aumentar a secreção de 

insulina em ilhotas de ratos diabéticos (Figura 7) (Esmaeili, Zohari, and Sadeghi 2009). A 

quercetina tem efeito sobre a homeostase de glicose, tanto por induzir a secreção de insulina 

pelas células β (Figura 7) (Bardy et al. 2013) como também por contribuir com a melhora da 

sensibilidade insulínica periférica através do aumento das concentrações plasmáticas de 

adiponectina em animais com obesidade induzida por dieta rica em gordura (Wein et al. 2010). 

Além disso, a quercetina mostrou efeitos protetores ao diminuir o estresse oxidativo com a 

preservação da integridade das células β pancreáticas no diabetes induzido por STZ em ratos 

(Coskun et al. 2005). 
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Figura 7. Compostos polifenóis identificados no Syzygium cumini e seus possíveis mecanismos de ação sobre 

a síndrome metabólica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estímulo da secreção de 

insulina através do bloqueio de canais de Ca2+ tipo L nas células-β pancreáticas. Além disso, a rutina contribui 

através da inibição da produção hepática de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-

1,6-bifosfatase no fígado. A miricetina melhora a sensibilidade insulínica periférica por aumentar a expressão de 

GLUT-4 no tecido adiposo branco. Ácido gálico, quercetina e rutina diminuem a síntese de colesterol por inibirem 

a HMG-CoA redutase hepática. Além desses efeitos, a atividade antioxidante característica desses compostos e do 

S. cumini pode ser determinante para melhora das alterações glicêmicas e lipídicas observada na síndrome 

metabólica. Fonte: Chagas et al. (2015) com modificações. 

 

O polifenol mais prevalente nas folhas de S. cumini é a miricetina (Chagas et al. 2015). 

A ação anti-hiperglicemiante desse polifenol está associada ao seu efeito no aumento da 

expressão de GLUT4 no músculo esquelético e tecido adiposo branco (Figura 7) (Liu et al. 

2007), como tamém ao seu efeito antioxidante responsável pela proteção das células β 

pancreáticas contra a apoptose induzida por citocinas pró-inflamatórias (Baldissera et al. 2016). 

Chang et al. (2012) demonstrou o efeito da miricetina em induzir o aumento da expressão de 

PPAR-α no fígado, estimulando, assim, a oxidação lipídica (Chang et al. 2012). Outros 
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polifenóis presentes em várias partes dessa espécie como o ácido gálico (Punithavathi et al. 

2011), ácido elágico (Kannan and Quine 2013) e quercetina (Bok et al. 2002) podem inibir a 3-

hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) redutase hepática, enzima limitante da síntese de 

colesterol (Bjorkhem et al. 2013) (Figura 7). 

Devido à variedade de compostos fenólicos já identificados no extrato de S. cumini, 

tanto das sementes quanto das folhas, fica evidente o seu potencial antioxidante. Estudos in 

vitro já comprovaram a capacidade scavenger desse extrato em relação a compostos radicalares 

como o DPPH e ABTS+ (Aqil et al. 2012; Sanches et al. 2016).  A administração oral do extrato 

aquoso das sementes em camundongos tratados com uretano 7,12-dimetil benzatraceno, 

promoveu a redução da peroxidação lipídica como também aumentou a atividade de enzimas 

antioxidantes (Arun et al. 2011a). Já o extrato metanólico dos frutos administrado em ratos 

tratados com ciclofosfamida, reduziu a formação de malondialdeído hepático e aumentou os 

níveis de glutationa reduzida (Tripathi et al. 2013). Em estudo realizado com o pó das sementes 

de S.cumini, adicionados a dieta de ratos com obesidade induzida por dieta rica em açúcar e 

gordura, foi observada a redução de sustâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico hepático 

(TBARS), como também o aumento das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH) (Ulla et al. 2017).  

Alguns estudos com extratos ricos em polifenóis demonstraram a capacidade destes 

em modular a microbiota intestinal de animais alimentados tanto com dieta rica em gordura 

quanto em açúcar (Anhe et al. 2015; Henning et al. 2018; Wang, Tang, et al. 2018). Resultado 

semelhante foi observado em estudo com humanos (Moreno-Indias, Sanchez-Alcoholado, et al. 

2016). A modulação da microbiota por esses extratos foi particularmente associada a redução 

do número de bactérias do filo Firmicutes. As bactérias pertencentes a este filo foram associadas 

a um perfil obesogênico nos primeiros estudos com modelos animais de obesidade (Ley, 

Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007) e também em estudos com humanos (Ley et al. 
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2006; Furet et al. 2010). Além disso, esses estudos evidenciaram que a modulação da 

microbiota intestinal foi associada a melhora de parâmetros metabólicos como a redução da 

inflamação sistêmica e aumento da sensibilidade insulínica hepática (Anhe et al. 2015; Lee et 

al. 2018), diminuição da esteatose hepática (Anhê et al. 2018; Lee et al. 2018).  

Outro efeito desses extratos ricos em polifenóis demonstrados nesses estudos, foi 

associado a uma maior proliferação de bactérias como Akkermansia muciniphila e espécies dos 

gêneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Essas espécies são reconhecidas como 

probióticas, ou seja, benéficas ao hospedeiro por serem consideradas importantes para a 

manutenção do efeito de barreira proporcionado pelo epitélio intestinal (Moreno-Indias, 

Sanchez-Alcoholado, et al. 2016; Anhe et al. 2018), para o controle da proliferação de espécies 

patogênicas (Fandriks 2017) e também estão associadas ao aumento das concentrações de 

AGCC (Bialonska et al. 2010). Por essa capacidade de favorecer a proliferação de bactérias 

benéficas, os polifenóis vêm sendo considerados como prebióticos (Fandriks 2017). 

Apesar de haver alguns estudos que indiquem por quais mecanismos hepáticos ou 

adipocitários o extrato hidroalcoólico (EH) de S.cumini possa estar agindo (Sharma, 

Balomajumder, and Roy 2008b), há uma grande probabilidade de que sua atuação possa ser 

pela modulação da microbiota intestinal, uma vez que o extrato tem uma grande presença de 

compostos fenólicos, os quais possuem essa propriedade, já evidenciada em experimentos com 

extratos ricos em polifenóis, descritos acima.  
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar o potencial efeito modulador do extrato hidroalcoólico das folhas de 

Syzygium cumini (L.) Skeels (EH) sobre a composição da microbiota intestinal e a sua possível 

influência no eixo intestino-fígado de ratos alimentados com dieta rica em sacarose (HSD). 

3.2 Específicos 

• Avaliar o efeito do tratamento com o EH sobre a evolução ponderal, consumo de ração 

e índice de Lee em ratos HSD, assim como, a morfologia e conteúdos lipídico e de 

glicogênio do fígado desses animais; 

• Avaliar os níveis séricos glicêmico, lipídico e hormonais (insulina), a sensibilidade à 

ação da insulina e a acetilação total de proteínas do fígado de ratos HSD tratados com o 

EH; 

• Verificar se o tratamento crônico com o EH modula a composição da microbiota 

intestinal, os níveis de AGCC nas fezes e o eixo intestino-fígado dos animais HSD; 
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Abstract 

The gut microbiota has been extensively investigated during the last decade because of its 

influence on host neuroendocrine pathways and beyond. The imbalance between beneficial and 

pathogenic bacteria, known as dysbiosis, can be a determinant predisposing factor for many non-

communicable chronic diseases, such as obesity, type 2 diabetes mellitus, metabolic syndrome, and 

Alzheimer’s disease. On the other hand, interventions aiming to reestablish the balance between 

microbiota components have been suggested as potential preventive therapeutic strategies against 

such disorders. Among them, dietary supplementation with (poly)phenols has been highlighted due 

to modulatory effects exerted by those compounds on gut microbiota. In addition, (poly)phenols 

consumption has been associated with increased production of short-chain fatty acids (SCFAs), a 

set of microbial metabolites whose actions are ascribed to improve the abovementioned metabolic 

disorders. Thus, this review discusses the modulation of the gut microbiota by prebiotic 

(poly)phenols based on in vivo studies performed with isolated (poly)phenolic compounds, their 

interaction with gut microbiota and the production of SCFAs as a possible mediating mechanism 

underlying the health effects provided by (poly)phenols on host metabolism. 

 

Key-words: gut microbiota; prebiotics, (poly)phenols; short-chain fatty acids. 
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1. Introduction 

 During the last decade, consistent evidence has supported a capital role for gut 

microbiome on the host neuroendocrine homeostasis by regulating crucial aspects, such as 

nervous system development, energy balance as well as hormones and neurotransmitters 

synthesis (Wang and Wang 2016; Martinez, Pierre, and Chang 2016; Baothman et al. 2016). 

Gut microbiota is composed of a range of microorganisms – including bacteria, fungi, archaea 

and viruses – with a predominance of bacteria pertaining to four main phyla: Firmicutes, 

Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacteria (Human Microbiome Project 2012). These 

microorganisms generally live in symbiosis with their host, contributing to its homeostasis 

maintenance through the provision of nutrients, such as vitamins and amino acids, besides the 

breaking down of polysaccharides into smaller molecules of easier absorption (Shabana, 

Shahid, and Irfan 2018). However, the consumption of energy-dense and ultra-processed 

foods as well as the indiscriminate use of antibiotics have been shown to promote dysbiosis, 

which is an imbalance between healthy and pathogenic microbial species that impairs host 

metabolic homeostasis (Li, Watanabe, and Kimura 2017). Consequently, changes to the gut 

microbiota have been associated with the pathogenesis of obesity, type 2 diabetes mellitus 

(T2DM), metabolic syndrome (MetS) and Alzheimer’s disease (Brahe, Astrup, and Larsen 

2016; Zhao, Dua, and Lukiw 2015).  

 Among the metabolites derived from colonic microorganisms, short-chain fatty acids 

(SCFAs) – acetate, propionate and butyrate – predominate as end products from fermentation 

of dietary non-digestible carbohydrates, such as vegetable fibers (Tan et al. 2014). Animal 

studies suggest that SCFAs play a key role in the prevention and treatment of obesity and its 

associated metabolic disorders (Henning et al. 2018; Gao et al. 2009; Lin et al. 2012), in spite 

of discordant findings in the literature. A recent study showed that increased production of 

acetate by an impaired gut microbiota is an early event in the etiology of MetS (Perry et al. 
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2016). In contrast, 12-week SCFAs supplementation to high-fat diet-induced obese mice 

mitigated most of MetS-associated outcomes (den Besten et al. 2015). Furthermore, there is 

human evidence that dietary supplementation with vegetable fibers improves body weight 

control and insulin sensitivity by modulation of gut microbiota composition (Vulevic et al. 

2013) and increase of SCFAs circulating levels (Daud et al. 2014; Cani et al. 2009).  

 Increasing evidence has supported dietary interventions as a tool to modulate the gut 

microbiota composition in order to promote health through microbial-based therapeutic 

strategies (Sanders et al. 2019; Liu, Cao, and Zhang 2015). Such interventions are mainly 

based on the use of both probiotics and prebiotics. According to the International Scientific 

Association for Probiotics and Prebiotics, probiotics are defined as “live microorganisms that, 

when administered in adequate amounts, confer a health benefit on the host” (Hill et al. 2014), 

while prebiotics are defined as “a substrate that is selectively utilized by host microorganisms 

conferring a health benefit” (Gibson et al. 2017). Currently accepted prebiotics are non-

digestible polysaccharides fructans and galactans, but other substances such as 

polyunsaturated fatty acids and (poly)phenols (Gibson et al. 2017). Prebiotics are no longer 

simply promoters of healthy microorganisms’ growth, but also need to promote microbial 

production of metabolites recognized as having mechanistic links to health outcomes, such as 

the SCFAs (Gibson et al. 2017).  

In this context, plant-derived (poly)phenols have emerged as a class of compounds 

potentially able to meet the criteria for prebiotics. Dietary (poly)phenols are poorly absorbed 

in the small intestine, leading them to reach the colon where they are extensively metabolized 

by the colonic microbiota (Clifford 2004). Notwithstanding, SCFAs have been shown to be 

mostly generated in the colon (humans) and caecum (rodents) (Gibson et al. 2017), 

corroborating consistent studies showing that health benefits associated with (poly)phenols 

consumption depend on their microbial utilization and the metabolites produced, rather than 
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on the compounds originally ingested (Cardona et al. 2013; Williamson and Clifford 2017; 

Duenas et al. 2015). Thus, this review describes the current understanding of the relationship 

between prebiotic (poly)phenols and its modulatory effect on microbiota composition, seeking 

the hypothesis that SCFAs production would be an underlying mechanism for the health 

benefits of plant-derived (poly)phenols on metabolic disorders.  

2. Development of gut microbiota 

 The human being has evolved as a holobiont entity, i.e., a unique ensemble of the 

human body and all the microbial communities that inhabit its surface and cavities, making 

the microbiota an evolutionary shaper of all aspects of human biology (Ley et al. 2008; Rook 

et al. 2017). Indeed, the proportion between human cells and inhabiting microorganisms is 

currently estimated in 1:1 (Sender, Fuchs, and Milo 2016). Among the various microbial 

niches in the body, the highest amount and diversity of commensal microorganisms is found 

in the gastrointestinal tract, particularly the colon where bacterial density ranges from 108 to 

1011 bacteria per gram of wet stool (Turnbaugh et al. 2007; Sender, Fuchs, and Milo 2016).  

 For over a century, based on the postulations made by the French pediatrician Henry 

Tissier, it was assumed that newborns were sterile because of the placental barrier and the 

initial gut colonization only occurred upon birth (Stinson, Payne, and Keelan 2017). However, 

the detection of maternal microbial species in the meconium (Jimenez et al. 2008) and 

amniotic fluid (Oh et al. 2010) has suggested the translocation of some microorganisms into 

the fetal bloodstream during gestation. In spite of that, the labour represents the main way of 

vertical microbiota transmission and the type of birth, i.e. if natural or C-section, strongly 

impacts on the offspring microbiota. Newborns exposed to vaginal microbes will present 

microbiome rich in Lactobacillus and Prevotella spp (Dominguez-Bello et al. 2010). On the 

other hand, the microbiome of those born via C-section is more prevalent in Staphylococcus, 

Corynebacterium, and Propionibacterium spp., which resemble microbial species commonly 
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found in the skin (Backhed et al. 2015; Dominguez-Bello et al. 2016). During the first 3 years 

of life the gut microbial diversity expands exponentially until it reaches similar levels to those 

found in adults (Brahe, Astrup, and Larsen 2016). However, the composition at adulthood will 

depend on diverse factors, such as length of breastfeeding, early introduction of dietary sugars 

and use of antibiotics (Kundu et al. 2017). 

 At adulthood, an individual’s gut microbiota contains around 160 out of the 1,000 – 

1,150 distinct commensal species already identified by the European Metagenomics of the 

Human Intestinal Tract Study (European MetaHIT), supporting a wide inter-individual 

variability of microbiota composition (Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh, 

Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende, Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap, 

Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier, Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-

Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li, Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Dore, et al. 

2010). Most of those species pertain to the phyla Firmicutes and Bacteroidetes, followed by 

Actinobacteria, Proteobacteria and Verrucomicrobia in lesser diversity (Eckburg et al. 2005; 

Lloyd-Price, Abu-Ali, and Huttenhower 2016). Besides inter-individual variability, the 

proportional ratio among those species also varies within individual lifetime (Yatsunenko et 

al. 2012), to which dietary pattern seems to be a major contributing factor. For instance, 

microbiome diversity in western populations is 15 – 30% smaller than in non-western ones, 

with higher prevalence of Firmicutes and Proteobacteria in opposition to Bacteroidetes in the 

latter (Human Microbiome Project 2012; Qin, Li, Raes, Arumugam, Burgdorf, Manichanh, 

Nielsen, Pons, Levenez, Yamada, Mende, Li, Xu, Li, Li, Cao, Wang, Liang, Zheng, Xie, Tap, 

Lepage, Bertalan, Batto, Hansen, Le Paslier, Linneberg, Nielsen, Pelletier, Renault, Sicheritz-

Ponten, Turner, Zhu, Yu, Li, Jian, Zhou, Li, Zhang, Li, Qin, Yang, Wang, Brunak, Dore, et al. 

2010; Davenport et al. 2017). Nevertheless, other factors such as use of antibiotics and 

environmental pattern may also play a role on the gut microbiota composition (Tamburini et 
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al. 2016). In a whole, these factors may ultimately disrupt the symbiotic host-microbiota 

relationship, which results in dysbiosis (Li, Watanabe, and Kimura 2017). 

3. Dysbiosis and metabolic disorders 

 Inflammation is well-characterized as a common factor underlying the etiology of 

most metabolic disorders, particularly those affecting the metabolic quartet: liver, pancreas, 

white adipose tissue and skeletal muscle (Wellen and Hotamisligil 2005; Shoelson, Lee, and 

Goldfine 2006; Bruun et al. 2006). However, mechanisms interconnecting these apparently 

far tissues started to be elucidated only recently. In a seminal study, Cani and colleagues 

(Cani et al. 2007) showed that mice fed a high-fat diet for 4 weeks presented 

lipopolysaccharide (LPS) plasma levels increased by 2 – 3 times, which was associated to 

body weight gain, insulin resistance onset and white adipose tissue dysfunction. Such findings 

led the authors to characterize LPS rising as the trigger factor of the so-called metabolic 

endotoxemia (Cani et al. 2007). LPS is a well-studied inducer of inflammation, which is 

continuously produced in the gut by the lysis of Gram-negative bacteria and physiologically 

translocated into intestinal capillaries through a TLR4-dependent mechanism (Neal et al. 

2006). Metabolic endotoxemia has also been demonstrated in genetically obese mice (Everard 

et al. 2011; Brun et al. 2007) and humans (Pussinen et al. 2011; Hawkesworth et al. 2013). 

Therefore, increased LPS circulating levels started to be considered an important dysbiosis 

marker.  

Early studies have shown that obese rodents present an increase of bacteria from 

Firmicutes phylum in parallel to a decrease of those from Bacteroidetes (Ley, Backhed, et al. 

2005; Turnbaugh et al. 2007), as well as Akkermansia species (Everard et al. 2013). In 

humans, data have been controversial by showing the same pattern found in animals (Furet et 

al. 2010; Ley et al. 2006) or the very contrary (Armougom et al. 2009; Schwiertz, Taras, 

Schafer, et al. 2010). Interestingly, it was demonstrated the prevalence of microbes from 
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Firmicutes and Proteobacteria phyla in the gut microbiota of European children exposed to 

western diet, while African children fed a rural diet presented higher proportion of 

Bacteroidetes and Actinobacteria (De Filippo et al. 2010). Thus, as a quasi-consensus, it has 

been accepted that metabolic disorders are associated with shifts in the microbiota at phylum 

level, which promote the increase of Firmicutes/Bacteroidetes ratio (Cani 2018). Additionally, 

current studies have transcended the matter of microbiota composition to shed light on 

microbiota-derived metabolites, such as the SCFAs, trimethylamine N-oxide and imidazole 

propionate (Cani 2019; Rastelli, Knauf, and Cani 2018). 

4. Short-chain fatty acids and their metabolic effects  

SCFAs are carboxylic acids defined by the presence of an aliphatic tail varying from 

two to six carbons – namely: acetate (C2), propionate (C3), butyrate (C4), valerate (C5) and 

caproate (C6) – whose major site of production is the colonic microbiota (Tan et al. 2014). 

SCFAs production also results from lipid oxidation during starvation-derived ketosis, as well 

as acetyl-CoA hydroxylase action during branched chain amino acids catabolism, though to a 

lesser extent (Tan et al. 2014). Thus, SCFAs are mostly released from deglycosylation 

reactions during microbial fermentation of vegetable fibers and resistant starches, reaching the 

highest concentration in the proximal colon (70–140 mM), followed by distal colon (20–70 

mM) and distal ileum (20–40 mM) (Gill et al. 2018; Wong et al. 2006) (Figure 1). 

Approximately 36% of acetate, 9% of propionate and 2% of butyrate released by colonic 

microbiota reaches the blood stream (Boets et al. 2017). 

Most of SCFAs production in bacteria is via the glycolytic pathway, although some 

phyla such as the Bifidobacteria can utilize the pentose phosphate pathway to produce the 

same metabolites (Tan et al. 2014). The oxygen-sensitive Wood-Ljungdahl pathway is the 

most efficient acetate generating mechanism in “acetogens” bacteria, which mainly pertain to 

the Firmicutes phylum (Ragsdale and Pierce 2008). Propionate is produced from both 
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succinate via metylmalonyl-CoA conversion and lactate reduction via acrilate by bacteria 

pertaining to the Bacteroidetes and Negativicutes phyla as well as Clostridium genus (Miller 

and Wolin 1996). On its turn, butyrate is formed from two acetyl-CoA molecules via the 

classical phosphotransbutyrylase and butyrate kinase pathway or the alternate acetyl-CoA 

transferase pathway (Louis and Flint 2009). The major groups involved in the production of 

butyrate are of the Cytophaga and Flavobacterium group, which belong to the Bacteroidetes 

phylum (Tan et al. 2014), though some Firmicutes species, e.g. Faecalibacterium prausnitzii e 

Roseburia spp, have also been shown to produce butyrate (Duncan et al. 2002). 

Once produced in the colon, SCFAs are promptly absorbed into the interstitial fluid via 

a family of active transporters, namely monocarboxylated transporters (MCTs) (Figure 1). 

MCT1 transports uncharged SCFAs in an H+-dependent manner, meanwhile SCFA anionic 

forms are transported by the electrogenic sodium-dependent MCT1 (SMCT1). SCFAs 

absorption through passive diffusion is virtually possible but thought to be of less importance. 

A recent seminal review paper by Stumpff (2018) has thoroughly reviewed the biophysics of 

SCFAs transport. SCFAs effects on host metabolism are mediated by a set of G-protein-

coupled receptors (GPCRs) also known as free fatty acids receptors 2 (FFAR2/GPR43) and 3 

(FFAR3/GPR41). GPR41has higher affinity for propionate, followed by butyrate and acetate, 

whereas GPR43 is equally activated by either acetate or propionate. Both receptors are 

expressed in the colon epithelium, white adipose tissue, liver and skeletal muscle, while only 

GPR41 has been found in the peripheral nervous system (Brown et al. 2003). More recently, 

the butyrate-only responsible receptor GPR109a, also known as hydrocarbolylic acid receptor 

2, was described in enterocytes, adipocytes and immune cells (Thangaraju et al. 2009) (Figure 

1). 
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Figure 1. Polyphenols – gut microbiota interaction and its impact on host metabolism. Polyphenols are 

secondary metabolites widely distributed in fruits, vegetables and other plant-based foods in glycosylated form. 

At the colon, polyphenols not absorbed in the small intestine are catabolized by distinct bacteria phyla pertaining 

to gut microbiota. Those bacteria deglycosylate complex polyphenols to deliver bioactive compounds, which 

modulate the microbiota by inhibiting harmful and stimulating beneficial bacteria through the biosynthesis of 

microbial metabolites, such as the short chain fatty acids (SCFA). Acetate, propionate and butyrate are the most 

abundant SCFA at human distal colon, where they are rapidly absorbed by colonic cells via monocarboxylate 

transporters (MCT1 and SMCT1), passive diffusion or ion-exchange with bicarbonate (HCO3
-). Once in the 

interstitial fluid, SCFA bind to GPR41 and GPR43 receptors, leading to the secretion of the gut-derived satiating 

hormones PYY and GLP‑1, whereas smaller amounts reach the blood stream to promote metabolic effects on 

peripheral tissues, such as liver, adipose tissue, and skeletal muscles. Abbreviations: MCT1, monocarboxylate 

transporter 1; SMCT1, sodium-dependent monocarboxylate transporter 1; GLP‑1, glucagon-like peptide‑1; GRP, 

G‑protein coupled receptor; PYY, peptide YY. 
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Butyrate is particularly active on white adipose tissue and lipid metabolism. Butyrate 

has been shown to increase lipolytic activity in human adipose tissue-derived stem cells 

(Jocken et al. 2017) and murine 3T3-L1 adipocytes (Rumberger, Arch, and Green 2014). 

Likewise, dietary butyrate given to high-fat-fed mice increased fatty acids oxidation, 

improved thermogenesis and energy expenditure, as well as improved insulin sensitivity (Gao 

et al. 2009). Lipolytic properties of butyrate have been ascribed to its inhibitory effect on 

histone deacetylases (HDACs), which remove acetyl groups from histones and, consequently, 

interfere with a large number of genes expression (Rumberger, Arch, and Green 2014). 

Besides butyrate, propionate has also been associated to HDAC inhibition. Both SCFAs 

strongly increase the expression of intestinal peptide YY (PYY) in human entero-endocrine 

cell lineages (NCI-h716 e HuTu-80) seemingly through HDAC inhibition (Larraufie et al. 

2018).   

 Propionate has been characterized as a main substrate of both hepatic and intestinal 

gluconeogenesis (De Vadder et al. 2014; den Besten, van Eunen, et al. 2013). Rats fed a 

propionate-enriched diet showed increased intestinal gluconeogenesis and improved glucose 

homeostasis via gut-brain neural circuits involving GPR41 activation (De Vadder et al. 2014). 

Similarly, propionate infusion into rats and mice colon stimulated glucagon-like peptide 1 

(GLP-1) and PYY secretion from intestinal L-cells seemingly through GPR43-dependent 

pathways (Psichas et al. 2015). The association between propionate and GLP-1 secretion via 

GPR43 activation had been previously suggested due to the marked decrease of propionate-

induced GLP-1 secretion in ffar2−/− mice (Tolhurst et al. 2012). In humans, administration of 

inulin-propionate, which delivers free propionate upon gut microbiota metabolism, also 

increased colonic and plasma levels of GLP-1 and PYY, leading to reduction of both body 

weight and liver steatosis, as well as improved insulin sensitivity (Chambers et al. 2015).  
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 Acetate is metabolized in virtually all tissues because of its nature as a substrate for 

Krebs cycle (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016). Similar to 

propionate, acetate has also been implicated in the modulation of satiety via secretion of PYY 

(Freeland and Wolever 2010; Tolhurst et al. 2012; van der Beek et al. 2016) and GLP-1 (Aoki 

et al. 2017). In addition, Frost et al. (2014) demonstrated that acetate crosses the blood-brain 

barrier and directly stimulate hypothalamic nuclei responsible for appetite control by 

increasing pro-opiomelanocortin (POMC) and decreasing Agouti-related peptide (AgRP) 

expressions, causing body weight loss in obese rodents(Frost et al. 2014). This weight-loss 

effect of acetate has been further supported by others (Lu et al. 2016; Yamashita et al. 2007). 

Contrary to these observations, an elegant study conducted by Perry et al. (2016) 

demonstrated that the gut microbiota-derived acetate stimulates hyperphagia and body weight 

gain in high-fat-fed mice via direct stimulus of the nucleus tractus solitarius and subsequent 

hyperinsulinemia caused by augmented parasympathetic firing (Perry et al. 2016).  

The role of GPR41, GPR43 and GPR109a as mediators of SCFAs metabolic effects is 

still relatively recent. In spite of the abovementioned body of evidence, the variety of SCFAs 

physiologic functions imposes the question of whether those receptors are the only targets to 

be considered in the design of SCFAs-based therapeutic strategies. Moreover, contradictory 

data among quite similar approaches have resulted in challenging data interpretation, which 

demands further characterization of additional signaling pathways triggered by SCFAs. 

5. Modulatory effects of plant-derived (poly)phenols on gut microbiota 

(Poly)phenols constitute a large group of phytochemical compounds naturally found in 

vegetables, fruits and derived products, such as chocolate, coffee, wine and tea (Farhat, 

Drummond, and Al-Dujaili 2017). Around 8,000 distinct phenolic compounds have been 

identified so far, which may be split into two main groups: flavonoids and non-flavonoids, 

such as stilbenes, phenolic acids, and catechins (Tsao 2010). Human dietary intake of 
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(poly)phenols is estimated in at least 1g per day. However, the absorption of (poly)phenols 

from the small intestine is very limited (Manach et al. 2005). The vast majority (90-95%) of 

the ingested (poly)phenols, reach the colon where they are metabolized by microbes from the 

gut microbiota (Clifford 2004). (Poly)phenols metabolism by gut microbiota depends on 

deglycosylation, i.e., cleavage of glycoside bonds and heterocyclic backbone of parent 

compounds to generate absorbable bioactive metabolites (Ozdal et al. 2016) (Figure 1). 

Bacteria from Bacteroidetes phylum have been shown to express higher diversity of glycan-

degrading enzymes than Firmicutes (Mahowald et al. 2009). Thus, increased concentrations 

of (poly)phenols in the colonic lumen are thought to drive the growth of Bacteroidetes, 

modulating the gut microbiota composition toward a healthier mix of microbes (Ozdal et al. 

2016; Sanders et al. 2019; Liu, Cao, and Zhang 2015). These findings have grounded the 

classification of (poly)phenols as prebiotics (Gibson et al. 2017). 

The appliance of the following descriptors combination: “microbiota and 

(poly)phenols” or “short-chain fatty acids and (poly)phenols” in Pubmed allowed the retrieval 

of over 500 studies published between 2008 and 2020. Two criteria for inclusion were 

applied: the use of pure, isolated (poly)phenols and the assessment of in vivo metabolism-

related outcomes upon (poly)phenol treatment. Most of the studies retrieved were in vitro or 

based on the assessment of plant extracts, which did not make clear the compound responsible 

for the described effects. Only 31 studies used purified compounds pertaining to stilbenoids, 

flavonoids and capsaicinoids classes of (poly)phenols and therefore were considered 

appropriate (Table 1).  
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Table 1. Effect of isolated (poly)phenols on gut microbiota, short-chain fatty acids production and host metabolic outcomes. 

(Poly)phenol Model Dose Microbiota modulation 
SCFA 

production 
Metabolic outcomes Refs. 

Stilbenes 

Resveratrol DSS-induced 

colitic rats 

1 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 25 

days. 

Increased both Lactobacillus spp. 

and Bifidobacterium spp., while 

decreased Enterococcus faecalis. 

Not assessed Reduced body weight 

loss associated to DSS-

induced colitis. 

Larrosa et 

al. (2009) 

HFD-fed mice 60 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 5 

weeks. 

Reduced Parabacteroides 

jonsonii, Alistipes putredinis and 

Bacteroides vulgatus. 

Not assessed Improved glucose 

tolerance without 

affecting fasting 

glycemia and increased 

portal vein levels of 

GLP-1 and insulin, as 

well as GLP-1 

intestinal content. 

Dao et al. 

(2011) 
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HFD-fed mice 200 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 12 

weeks. 

Increased Bacteroidetes, 

Lactobacillus and 

Bifidobacterium, while reduced 

Enterococcus faecalis 

abundances. 

Not assessed Reduced body weight 

and epididymal adipose 

tissue mass, as well as 

fasting blood glucose 

levels, while improved 

fasting plasma HDL-C 

and LDL-C levels. 

Qiao et al. 

(2014) 

HFD-fed mice 200 mg/kg/day 

by oral gavage 

for 8 weeks. 

Unchanged 

Firmicutes/Bacteroidetes ratio, 

but reduced Lactococcus, 

Clostridium XI, Oscillibacter, 

Hydrogenoanaerobacterium and 

Flavonifractor abundances. 

Not assessed Reduced body weight 

and epididymal adipose 

tissue mass, as well as 

improved glucose 

tolerance and insulin 

sensitivity.  

Jung et al. 

(2016) 

HFHS-fed mice 400 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 8 

weeks. 

Increased Bacteroidetes-to-

Firmicutes ratio, characterized by 

decreased Turicibacteraceae, 

Lachnospiraceae, and 

Akkermansia, while increased 

Bacteroides and Parabacteroides 

abundances. 

No changes in 

faecal SCFA 

acylcarnitines. 

Decreased fat mass but 

not body weight, while 

improved glucose 

tolerance. 

Sung et al. 

(2017) 
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HFD-fed mice 35 mg/kg/day 

(roughly) 

supplemented to 

the diet for 8 

weeks*. 

Restored Bacteroidetes-to-

Firmicutes ration, reduced 

Proteobacteria and increased 

Lactobacillus and 

Bifidobacterium abundances. 

Not assessed Reduced body weight 

gain and fat mass 

acumulation, as well as 

improved glucose 

homeostasis. 

Liao et al. 

(2018) 

HFD-fed mice 400 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 16 

weeks. 

Marked increase in 

Erysipelotrichiceae family and 

Allobaculum genus. 

Not assessed Reduced body weight 

and food intake but did 

not change 

subcutaneous and 

visceral fat pads. 

Brandt et 

al. (2018) 

Faecal 

transplantation 

from RSV-

treated lean 

mice to HFD-

fed mice 

300 mg/kg/day 

by oral gavage 

for 16 weeks. 

Increased Bacteroidetes and 

decreased Firmicutes, 

characterized by increased 

Bacteroides, Lachnospiraceae, 

Blautia, Lachnoclostridium, 

Parabacteroides, and 

Ruminiclostridium abundances. 

Not assessed Decreased body weight 

and adipose tissue fat 

pads but did not change 

energy intake. 

Improved insulin-

glucose axis function 

and modulated lipid 

metabolism- and 

inflammation-related 

gene expression. 

Wang, Li, 

et al. (2020) 

High-Fructose-

fed rats 

50 mg/L in 

drinking water 

for 9 weeks. 

Decreased Bacteroidetes, but 

increased Lactobacillus, 

Bifidobacterium and 

Akkermansia abundances. 

Not assessed Increased body weight, 

prevented 

hypertension, reduced 

renal oxidative stress 

and activated nutrient-

sensing signals. 

Tain et al. 

(2018). 
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HFD-fed mice 60 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 5 

weeks. 

Increased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, characterized 

by increased Ruminococcaceae 

and decreased Rikenellaceae and 

Peptostreptococcaceae 

abundances. Additionally, 

reduced the proportion of 

Proteobacteria. 

Not assessed Attenuated glucose 

intolerance. 

Sreng et al. 

(2019) 

HFD-fed rats 10mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 8 

weeks.  

Increased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, characterized 

by increased Lachnospiraceae 

and decreased Bacteroides and 

Desulfovibrionaceae abundances. 

No changes in 

faecal SCFA 

No changes in body 

weight and food intake, 

but decreased plasma 

glucose levels and 

improved peripheral 

insulin sensitivity. 

Yang, 

Deng, et al. 

(2019). 

Trans-resveratrol  Humans 2g/day (roughly) 

orally for 30 

days. 

Decreased Rikenellaceae, 

Ruminococcus, Oscillospira, 

Clostridium, Alistipes, 

Odoribacter, and Butyricimonas, 

as well as increased 

Gemellaceae, Turicibacter, 

Atopobium, 

Gammaproteobacteria, and 

Akkermansia. 

Not assessed No changes in MetS-

related outcomes but a 

slight improvement of 

glucose tolerance, 

particularly in 

Caucasian subjects. 

Walker et 

al. (2019) 
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Trans-resveratrol + 

Epigallocatechin-3-

gallate (EGCG)  

Humans 80 mg/day RVS 

and 282 mg/day 

EGCG orally for 

12 weeks. 

Decreased Bacteroidetes and 

tended to decrease 

Faecalibacteriuim prausnitizii 

abundances in men but not 

women. 

Not assessed No changes in energy 

intake, but increased fat 

oxidation and skeletal 

muscle mitochondrial 

oxidative capacity. 

Most et al. 

(2017) 

Pterostilbene Zucker (fa/fa) 

rats 

15 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 6 

weeks. 

Decreased Firmicutes phylum, 

characterized by decreases in 

Negativicutes, Lachnospiraceae, 

Defluviitaleaceae, but increased 

Mollicutes. Additionally, 

Bacteroidetes phylum was not 

changed, while Verrucomicrobia 

phylum was increased. 

Not assessed Reduced body weight 

gain and adipose tissue 

accumulation, as well 

as improved insulin 

homeostasis.  

Etxeberria 

et al. (2017) 

Flavonoids 

Epigallocatechin-

3-gallate (EGCG)  

Chow-fed rats 200 mg and 400 

mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 4 

weeks*. 

Decreased Bifidobacterium, 

Prevotella and Clostridium spp., 

as well as increased Bacteroides 

abundances.  

Decreased 

acetate and 

butyrate, but 

did not change 

propionate 

caecal levels. 

No changes in MetS-

related outcomes but 

reduced perirenal fat 

pad and liver weight. 

Unno, 

Sakuma, 

and 

Mitsuhashi 

(2014). 

Chow-fed   mice 100 mg, 1500 

mg, or 3000 

mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 2, 7, 

or 10 days*. 

Decreased Clostridium cluster IV 

and Clostridium cluster XIVa 

abundances upon 2 and 10 days 

of treatment. 

Not assessed No changes in MetS-

related outcomes but 

decreased CYP3A gene 

expression in the liver. 

Ikarashi et 

al. (2017) 
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 HFD-fed mice 33 mg/kg/day 

(roughly) 

supplemented to 

the diet for 8 

weeks*. 

Decreased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, characterized 

by increased abundances of 

Adlercreutzia, Akkermansia, 

Allobaculum, Clostridium and 

Parabacteroides, as well as 

decreased Desulfovibrionaceae, 

Lachnospiraceae and 

Ruminococcous abundances. 

Not assessed Suppressed body 

weight gain and hepatic 

steatosis with no 

change in food intake. 

Ushiroda et 

al. (2019) 

Quercetin HFD-fed mice 50 mg/kg/day 

aglycone 

quercetin 

supplemented to 

the diet for 16 

weeks*. 

Increased Bacteroidetes-to-

Firmicutes ratio, characterized by 

increased Bacteroidia, 

Erysipelotrichi and 

Betaproteobacteria and 

decreased Deltaproteobacteria, 

Bacilli and Clostridia 

abundances. Moreover, reduced 

Desulfovibrio and Helicobacter 

genera, as well as increased 

Akkermansia abundances.  

Increases of 

34% in acetate, 

27% in 

propionate, and 

21% in butyrate 

caecal levels. 

Reduced body weight 

gain and adipose tissue 

accumulation, as well 

as improved glucose-

insulin axis function, 

lipid metabolism and 

liver steatosis with no 

changes in food intake. 

Porras et al. 

(2017). 

Hesperetin Chow-fed rats 360 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 3 

weeks*. 

Decreased Clostridium subcluster 

XIVa, but increased clusters IV 

and XVIII abundances. 

Increased 

acetate and 

butyrate, but 

did not change 

propionate 

caecal levels. 

Reduced abdominal 

adipose tissue 

accumulation.  

Unno, 

Hisada, and 

Takahashi 

(2015) 

Theaflavins  db/db mice 140 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 7 

weeks*. 

Decreased Barnesiella, 

Desulfovibrio, Odoribacter and 

Lachnospiraceae abundances. 

Not assessed Decreased blood 

insulin levels at week 

6. 

Chen et al. 

(2019) 
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Phenolic acids 

Sinapine  HFD-fed mice 6 mg/kg/day 

(roughly) 

rapeseed oil 

sinapine 

supplemented to 

the diet for 12 

weeks*. 

Decreased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, characterized 

by increased Lactobacillaceae, 

Akkermansiaceae, 

Prevotellaceae, Eggerthellaceae, 

Blautia, and Bifidobacterium, as 

well as decreased 

Lachnospiraceae, 

Erysipelotrichaceae, 

Peptostreptococcaceae and 

Desulfovibrio abundances. 

Not assessed Reduced body weight, 

food efficiency, and 

adipose tissue 

accumulation; reversed 

dyslipidemia and 

hepatic steatosis; 

improved glucose-

insulin axis function. 

Li et al. 

(2019) 

Hydroxytyrosol Fine particulate 

matter-exposed 

mice 

50 mg/kg/day 

by oral gavage 

for 4 weeks. 

Tended to reduce Firmicutes and 

Actinobacteria but increase 

Bacteroidetes and Akkermansia 

abundances. 

Not assessed Mitigated visceral 

adipose tissue 

accumulation, restored 

glucose tolerance and 

insulin sensitivity, as 

well as ameliorated 

oxidative stress and 

inflammation markers 

in the liver. 

Wang et al. 

(2019). 

HFD-fed mice 50 mg/kg/day 

by oral gavage 

for 8 weeks. 

Unchanged Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio. 

Not assessed  Liu et al. 

(2019) 

Others 
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Capsaicin Humans 0,078 

mg/kg/day for 2 

weeks, 1 week 

washout and 

than 0,156 

mg/kg/day for 2 

weeks*.  

Increased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, characterized 

by increased abundances of 

Lachnospiraceae and 

Ruminococcaceae families and 

Faecalibacterium genus. 

Not assessed No changes in MetS-

related outcomes but 

increased plasma GLP-

1 and GIP levels, as 

well as decreased 

plasma ghrelin levels. 

Kang et al. 

(2016) 

HFD-fed mice 2 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 12 

weeks*. 

Increased Ruminococcaceae and 

Lachnospiraceae families and 

decreased LPS-producing S24-7 

family abundances. 

Increased 

butyrate but did 

not change 

acetate and 

propionate 

faecal levels. 

Reduced body weight 

gain and adipose tissue 

accumulation, as well 

as improved glucose 

tolerance. Additionally, 

reduced LPS-induced 

endotoxemia and 

proinflammatory 

cytokines serum levels. 

 

Kang et al. 

(2017). 

HFD-fed mice 10 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 9 

weeks*. 

Increased Acidobacteria, 

Bacteroidetes and Firmicutes 

characterized by increased 

abundances of Bacteroides, 

Coprococcus and Prevotella 

genera; increased Akkermansia as 

well as decreased Proteobacteria 

abundance. 

 

Not assessed Reduced body weight 

gain and food intake, as 

well as improved 

glucose tolerance. 

Shen, Shen, 

et al. 

(2017). 
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ob/ob mice 6 and 12 

mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 6 

weeks*. 

Increased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio characterized 

by increased Roseburia, but 

decreased Bacteroides and 

Parabacteroides abundances. 

Increased 

butyrate but did 

not change 

acetate and 

propionate 

faecal levels. 

No changes in body 

weight, food and 

caloric intake, but 

improved glucose 

tolerance and insulin 

peripheral sensitivity. 

Song et al. 

(2017) 

db/db mice Added to the 

diet at 0.01% for 

4 or 8 weeks #. 

Prevented the increase of 

Firmicutes but did not change 

Bacteroidetes abundances. 

Additionally, decreased 

Lactobacillus abundance. 

Not assessed No change in body 

weight neither white 

adipose tissue fat pads. 

Avoided the increase of 

fasting blood glucose 

and insulin levels, 

restored glucose 

tolerance and improved 

insulin peripheral 

sensitivity. 

Hui et al. 

(2019). 

HFD-fed 

TRPV1−/− mice 

2 mg/kg/day by 

oral gavage for 

12 weeks 

Increased Bacteroidetes, 

Tenericutes and Verrucomicrobia 

phyla, characterized by increased 

abundances of Bacteroides, 

Coprococcus, Prevotella and 

Akkermansia genera. Decreased 

Proteobacteria, Actinobacteria, 

Cyanobacteria and Firmicutes 

phyla, characterized by decreased 

abundances of Sutterella, 

Desulfovibrio, Escherichia,and 

Helicobacter genera, as well as 

endotoxemic S24-7 family. 

 

Increased 

acetate and 

propionate but 

did not change 

butyrate faecal 

levels. 

Reduced body weight 

gain and food intake, as 

well as lowered fasting 

TG, TC, HDL-C, LDL-

C, glucose and insulin 

plasma levels. 

Wang, 

Tang, et al. 

(2020). 
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Dihydrocapsiate HFD-fed mice 2 and 10 

mg/kg/day by 

oral gavage for 

12 weeks 

Decreased Firmicutes-to-

Bacteroidetes ratio, but did note 

change Lactobacillus, 

Bifidobacterium and 

Akkermansia abundances. 

Decreased 

acetate, 

propionate and 

butyrate faecal 

levels, but only 

butyrate in 

caecal content. 

No change in body 

weight gain, food 

intake and white 

adipose tissue mass. 

Reduced serum TG and 

insulin levels, as well 

as improved glucose 

tolerance. Attenuated 

hepatic steatosis by 

improving insulin 

signaling, as well as 

transcriptional levels of 

thermogenesis and fatty 

acid β-oxidation-related 

genes. 

 

Baboota et 

al. (2018). 

 

Honokiol HFD-fed mice 200, 400 and 

800 mg/kg/day 

supplemented to 

the diet for 8 

weeks. 

Increased Akkermansia, 

Bacteroides, Bilophila, 

Unclassified_Enterobacteriaceae, 

and Fusobacterium, but 

decreased Muribaculaceae, 

Oscillospira, Ruminococcus, 

Unclassified_Clostridiales, 

Unclassified_Ruminococcaceae, 

Lactococcus, and 

Dehalobacterium abundances. 

 

Increased 

acetate, 

butyrate and 

propionate 

caecal levels. 

Reduced body weight 

and adipose tissue 

accumulation, 

improved dyslipidemia 

and glucose-insulin 

axis function, as well as 

reduced systematic 

inflammation. 

 

Ding et al. 

(2019) 
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Resveratrol is the leading (poly)phenol in the microbiota-based studies herein 

described (Table 1). Chemically, resveratrol is a phenylalanine-derived (poly)phenol 

pertaining to a large, structurally diverse class of oligomeric stilbenoids. Resveratrol is 

present in wines and foods widely consumed, while its biological properties and health 

perspectives have caught the attention of dieticians, medicinal chemists, and health 

professionals (Rauf et al. 2017; Keylor, Matsuura, and Stephenson 2015). An inaugural study 

by Larrosa et al (2009) demonstrated that 25-day treatment with a low resveratrol dose (1 

mg/kg/day) increased Lactobacilli and Bifidobacterium, as well as avoided the increase of 

Enterobacteria upon colitis induction. A total of 2,655 genes, mostly related to inflammatory 

pathways, were significantly regulated in distal colon mucosa upon resveratrol treatment 

(Larrosa et al. 2009). Dietary supplementation with resveratrol at a much higher dose (400 

mg/kg/day) for 8 weeks increased the Bacteroidetes-to-Firmicutes ratio, particularly by 

increasing the growth of Bacteroides and Parabacteroides genera, which improved the gut 

microbiota dysbiosis of high-fat high-sugar-fed mice (Sung et al. 2017). On the other hand, 

administration of resveratrol, at the same dose of 400 mg/kg/day, during 16 weeks to HFD-

fed mice rather increased the relative abundances of bacteria pertaining to Firmicutes, 

Proteobacteria and Verrucomicrobia phyla (Brandt et al. 2018). Interestingly, 6-week dietary 

supplementation of pterostilbene (15 mg/kg/day), a dimethoxy resveratrol derivative, to obese 

Zucker (fa/fa) rats led to reduction of Firmicutes phylum with no significant effect on 

Bacteroidetes, but increased profusion of Verrucomicrobia abundances (Etxeberria et al. 

2017).  

Very few studies have assessed the effects of resveratrol on human microbiota (Table 

1). A recent pilot randomized, placebo-controlled clinical trial with 28 obese men receiving 2 

g/day trans-resveratrol for 30 days found an increase in several taxa including Akkermansia 

muciniphila, an effect restricted to Caucasian subjects, whereas placebo controls showed no 
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significant differences in the taxa comparing the pre- and post-treatment specimens (Walker 

et al. 2019). On the other hand, a randomized, double-blind, placebo-controlled trial including 

37 overweight and obese men and women receiving a combination of epigallocatechin-3-

gallate and resveratrol (282 and 80 mg/day, respectively) for 12 weeks showed that 

(poly)phenols supplementation significantly decreased Bacteroidetes and tended to reduce F. 

prausnitzii in men but not in women (Most et al. 2017). These studies importantly unveil the 

matter of sexual and ethnical influences on the individual response to (poly)phenols intake, 

besides the possible mutual antagonism among distinct phenols, which deserve more well-

designed studies in the future.  

Flavonoids constitute one of the most studied groups of (poly)phenols, whose structure 

in based on a 15-carbon skeleton of a chromane ring attached to a second aromatic ring. 

According to the side-chain substituents, flavonoids can be subdivided into groups, such as 

flavan-3-ols, flavonols, flavones, isoflavones, flavanones, and anthocyanins (Fraga, Croft, 

Kennedy, and Tomas-Barberan 2019). However, despite the huge number of in vitro and cell-

culture-based studies on the effects of flavonoids on microbiota-derived bacteria, we found 

scarce in vivo studies devoted to this phytochemical class. Epigallocatechin 3-gallate (EGCG), 

a flavan-3-ol compound, was the second most studied (poly)phenol in terms of microbiota 

modulation, followed by the flavonol quercetin and the flavanone hesperetin (Table 1).  

EGCG is described to be particularly active against bacteria pertaining to Firmicutes 

phylum. Administration of EGCG at 200 or 400 mg/kg/day for 4 weeks to chow-fed rats 

strongly decreased the relative abundances of distinct Clostridium clusters (Unno, Sakuma, 

and Mitsuhashi 2014). Similarly, administration of EGCG at a very high dose of 3,000 

mg/kg/day for 2 or 10 days almost abolished the colonies of Clostridium cluster IV and 

Clostridium cluster XIVa in stools from lean mice at both times (Ikarashi et al. 2017). In 

contrast, in HFD-fed mice, dietary supplementation with EGCG at 33 mg/kg/day for 8 weeks 
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increased relative abundances of Clostridium genus, although it had decreased other 

Firmicutes families, such as Lachnospiraceae and Ruminococcaceae, resulting in decreased 

Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio (Ushiroda et al. 2019). In an elegant study by Porras et al, 

16-week supplementation of a high-fat diet with 0.05% quercetin prevented the development 

of HFD-induced dysbiosis in mice (Porras et al. 2017). Of note, quercetin administration did 

not change the relative percentage of Firmicutes phylum, although it decreased Proteobacteria 

and increased Bacteroidetes, promoting a significant increment of Bacteroidetes-to-Firmicutes 

ratio (Porras et al. 2017). Other studies using hesperetin in chow-fed rats and theaflavins in 

diabetic db/db mice found rather conflicting data. Hesperetin decreased the relative 

abundance of Clostridium subcluster XIVa but increased those of clusters IV and XVIII 

(Unno, Hisada, and Takahashi 2015), whereas theaflavins decreased bacteria abundances in 

spite of the phyla they belong to (Chen et al. 2019). 

Most (poly)phenols are catabolized by host microbiota to form phenolic acids, which 

are believed to be mainly absorbed by monocarboxylic acid transporters (Fraga, Croft, 

Kennedy, and Tomas-Barberan 2019; Murota, Nakamura, and Uehara 2018). Thus, phenolic 

compounds harboring a sole aromatic ring are also capable of modulating host microbiota. 

Sinapine, an anticholinesterase phenolic acid, has been shown to modulate the microbiota of 

HFD-fed mice. Dietary supplementation of sinapine (~ 6 mg/kg/day) for 12 weeks decreased 

the Firmicutes-to-bacteriodetes ratio, particularly by reducing the relative abundances of 

Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae, Peptostreptococcaceae families (Li et al. 2019). 

Using an animal model of metabolic disruption caused by exposure to fine particulate matter 

(≤ 2.5 µm, PM), (Wang et al. 2019) demonstrated that oral administration of hydroxytyrosol 

(50 mg/kg/day) for 4 weeks to C57BL/6j mice slightly improved PM-induced dysbiosis by 

enhancing Bacteroidetes and reducing Firmicutes and Actinobacteria abundances. However, 

the same compound at the same dose administered by gavage to HFD-fed mice for 8 weeks 
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did not alter the Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio, but promoted some significant changes at 

family and genus levels (Liu et al. 2019) (Table 1). These studies importantly suggest that 

distinct environmental factors, such as fine particulate matter or fat-rich diets, disturb gut 

microbiota homeostasis in different ways, making a particular (poly)phenol more or less 

effective in accordance to the dysbiosis inducer. 

Lastly but not least, capsaicinoids constitute a particular class of (poly)phenolic 

because of conflicting reports on their classification as alkaloids or phenolic compounds 

("Capsaicin and Capsaicinoids"). These Capsicum genus-exclusive compounds containing a 

sole aromatic ring have been assessed for different metabolic purposes (Tremblay, Arguin, 

and Panahi 2016), which include the modulation of gut microbiota (Patcharatrakul and 

Gonlachanvit 2016). Capsaicin, the prototypic member of this class, has been shown to 

modulate gut microbiota in both rodents (Kang et al. 2017; Shen, Shen, et al. 2017; Wang, 

Tang, et al. 2020) and humans (Kang et al. 2016). Administration of capsaicin (2 mg/kg/day) 

for 12 weeks to HFD-fed mice increased the relative abundances of Ruminococcaceae and 

Lachnospiraceae families, both pertaining to Firmicutes phylum, with an important decrease 

of LPS-producing S24-7 family, which is clustered in the Bacteroidetes phylum (Kang et al. 

2017). Using a 5-fold higher dose of capsaicin (10 mg/kg/day, 9 weeks), Shen et al found a 

general increase in the relative abundances of different phyla in faeces of HFD-fed mice, with 

the exception of Proteobacteria that was reduced (Shen, Shen, et al. 2017). Of note, capsaicin 

is a naturally occurring agonist of transient receptor potential vanilloid -1 (TRPV1) receptor 

(Frias and Merighi 2016), whose deletion has been associated to the onset of local 

inflammation and systemic progression toward sepsis (Fernandes et al. 2012). Indeed, oral 

administration of capsaicin (2 mg/kg/day, 12 weeks) to female TRPV1-/- mice strongly 

decreased the relative abundances of diverse genera and families pertaining to the 

endotoxemia-associated Proteobacteria phylum (Table 1) (Wang, Tang, et al. 2020). Thus, 
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modulatory effects of capsaicin on gut microbiota of TRPV1-/- mice consistently support a 

TRPV1-independent mechanism of action for this compound.  

On the other hand, administration of capsaicin to genetically obese mice showed quite 

opposite modulatory response (Table 1). Dietary supplementation of ob/ob mice with 0.01% 

or 0.02% capsaicin for 6 weeks consistently increased the Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio in 

both doses (Song et al. 2017), 0.01% capsaicin supplementation  in db/db mice for 8 weeks 

prevented the increase of Firmicutes-pertaining bacterial genera with no change in those from 

Bacteroidetes phylum (Hui et al. 2019). Indeed, ob/ob mice have been shown to present a 

relative abundance of Firmicutes 35% higher than Bacteroidetes, while db/db mice presented 

proportional abundances between these two phyla (Yang, Liu, et al. 2019). Such differences 

were attributed to their different genetic backgrounds (Yang, Liu, et al. 2019), which might 

interfere with microbiota response to capsaicin. Similarly, it is reasonable to suggest that the 

variable modulatory effects herein described for the same compound on different animal 

models would be also related to their gender, genetic backgrounds or unknown mechanisms 

involved in their dysbiosis development.  

6. Relationship between short-chain fatty acids profile and (poly)phenols metabolic 

effects 

There is an abundance of evidence supporting the colonic SCFAs as signaling 

molecules linking microbiota modulation to outcomes influencing host energy metabolism 

(Kuwahara 2014; Canfora, Jocken, and Blaak 2015; Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, 

and Backhed 2016; Morrison and Preston 2016). However, few reports on the prebiotic role 

of (poly)phenols within those mentioned in Table 1 have assessed SCFAs levels as a feasible 

mechanism of action. 

The pioneer study by Unno, Sakuma, and Mitsuhashi (2014) correlated the decrease of 

acetate and butyrate caecal levels with lower adipose tissue accumulation in EGCG-treated 
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rats, but did not assess metabolic pathways supporting such assumption. When assessing the 

effects of the flavonoid hesperetin on chow-fed rats, these authors equally found decreased 

adipose tissue accumulation, which was instead correlated with increased caecal levels of both 

acetate and butyrate (Unno, Hisada, and Takahashi 2015). Supplementation of 

dihydrocapsiate decreased feacal levels of all the assessed SCFAs (Baboota et al. 2018), while 

administration of honokiol increased ceacal levels of the same metabolites (Ding et al. 2019), 

even though both treatments promoted similar metabolic outcomes in HFD-fed mice. On the 

other hand, resveratrol supplementation to HFD-fed mice (Sung et al. 2017) or rats (Yang, 

Deng, et al. 2019) improved glucose metabolism and insulin sensitivity with no impact on 

feacal SCFAs levels. Capsaicin administration to either HFD-fed mice (Kang et al. 2017) or 

ob/ob mice (Song et al. 2017) equally resulted in increased faecal levels of butyrate but did 

not change acetate and propionate levels. Diametrically opposed findings were recently 

described by Wang, Tang, et al. (2020), who found that capsaicin increased acetate and 

propionate, bud did not affect butyrate faecal levels in HFD-fed TRPV1−/− mice, suggesting a 

potential role for TRP channels on gut microbiota response to prebiotic (poly)phenols.  

Assessment of SCFAs levels in the abovementioned studies led the authors to speculate 

a relationship between (poly)phenol supplementation, SCFAs profile and metabolic outcomes. 

However, very limited molecular mechanistic approaches were demonstrated and the SCFAs 

caecal/faecal profiles do not offer a clear clue towards such speculation. Indeed, from the 

studies showed in Table 1, the main mechanistic clue toward SCFAs metabolic effects is the 

recovering of intestinal barrier integrity and reversal of LPS-induced endotoxemia. Porras et 

al. (2017) demonstrated that quercetin supplementation to HFD-fed mice increased ceacal 

levels of acetate, propionate and butyrate, resulting in body weight and fat accumulation 

reductions, as well as attenuated liver steatosis. They suggested that these metabolic effects 

were a result of the recovery of intestinal barrier integrity and reduced serum LPS levels. 
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(Porras et al. 2017). Likewise, Wang et al (2020) also ascribed the health metabolic outcomes 

of capsaicin supplementation to its impact on LPS serum levels, besides higher stimulation of 

GLP-1 and PYY production by SCFA-responding colonocytes overexpressing Gpr43 gene 

(Wang, Tang, et al. 2020). Finally, beneficial modulatory effects of capsaicin on HFD-fed 

mice microbiota were prevented by HU-210, an agonist of cannabinoid receptor 1 (CB1), 

suggesting that CB1 inhibition by capsaicin stimulates caecal butyrogenic bacteria to increase 

butyrate levels (Kang et al. 2017).  

The knowledge about the molecular pathways activated by SCFA has consistently 

evolved since the de-orphanization of their receptors GPR41, GPR43, and GPR109a more 

than a decade ago (Milligan, Stoddart, and Smith 2009). A considerable number of recent 

reviews have centered on the function and pharmacology of these receptors and proposed 

them as potential targets for drug design and cost-effective therapeutic treatments of 

neuroendocrine disorders (Cani 2019; Bolognini et al. 2016; Hu et al. 2018; Priyadarshini et 

al. 2016) In spite of recent advances, there is virtually no assessment of  the transcriptional 

and post-translational levels if these receptors or their downstream signaling pathways in 

response to prebiotic (poly)phenols supplementation. Thus, despite of all the metabolic 

benefits provided by prebiotic (poly)phenols, the mechanistic implication of SCFAs still cares 

further supporting data. 

7. Closing remarks and perspectives 

Phytochemicals are capital to evidence-based pharmacology and modern drug 

development strategies. As discussed above, prebiotic (poly)phenols play pivotal role in the 

microbiota metabolism, modulating the production of SCFAs and other byproducts that 

ultimately improve host neuroendocrine homeostasis. However, despite the increased 

appreciation of gut microbiota as a pharmacological target, biochemical and molecular 

signaling pathways underlying metabolic outcomes in the host remain underexplored. 
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Consequently, microbiota-based phytopharmacological studies have offered more descriptive 

than mechanistic analyses (Table 1).  

Some factors may contribute to the poor assessment of (poly)phenols mechanisms of 

action. Firstly, bioavailability of parent phytochemicals is much lower in the systemic 

circulation relative to their microbiota-degraded metabolites or microbiota-derived 

byproducts, which are likely responsible for the bioactivities of the parent compounds. 

Secondly, chromatography- and mass spectrometry-based protocols have allowed the 

assessment of either caecal or feacal SCFAs levels, but accurate measurement of their very 

lower serum levels is still technally challenging. Finally, several studies have shown 

conflicting responses for the same (poly)phenol, probably due to the wide inter-individual 

variability in microbiota, which detains researchers from proposing a standardized SCFAs 

healthy profile, and consequently a precise mechanism of action, in response to a given 

compound. 

Thus, despite the consistent evidence supporting the prebiotic role of (poly)phenols, 

there is scarce data corroborating SCFAs as mediators linking microbiota modulation to 

health neuroendocrine and metabolic outcomes. Indeed, before making claims on a 

mechanistic role of SCFAs, further information on gut:blood SCFAs ratios, as well as 

knowledge regarding the individual contributions of each of the major SCFAs to such 

outcomes is needed. Nevertheless, the increasing interest on microbiota-targeted therapeutic 

strategies, allied to emerging technologies, will open future lines of investigation to assess the 

individual profile of SCFAs. This will be of particular importance as a supportive tool for the 

prescription and follow-up of patients under prebiotic (poly)phenols regimens. 
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Resumo 

A síndrome metabólica (SM) é caracterizada pela coexistência de pelo menos três desses 

distúrbios: glicemia de jejum elevada, dislipidemia, pressão arterial elevada e obesidade. Além 

da resistência à insulina (RI), as alterações na microbiota intestinal têm surgido como um dos 

principais mecanismos responsáveis por essas alterações cardiometabólicas. A dieta é um dos 

principais fatores capazes de modular a composição da microbiota intestinal influenciando 

diretamente na homeostase do hospedeiro. O papel dos açúcares no desenvolvimento da MS 

vem sendo investigado. No entanto, existem poucos estudos avaliando o efeito da sacarose na 

microbiota intestinal, principalmente, nos primeiros estágios da vida. Assim, este estudo teve 

como objetivo investigar o efeito da sacarose no metabolismo glico-lipídico e na microbiota 

intestinal de ratos alimentados com dieta rica em sacarose após o desmame. Ratos Wistar foram 

alimentados com dieta padrão (CTR; n = 6) ou rica em sacarose (HSD; n = 8) por 22 semanas. 

O peso corporal, o consumo de ração e o índice de Lee (IL) foram medidos durante todo o 

período de intervenção com a dieta. O sangue foi coletado durante a eutanásia para determinar 

os níveis séricos de glicose (GL), triglicerídeos (TG), colesterol total (CT), ácidos graxos livres 

(AGL) e insulina. A RI foi avaliada pelo cálculo do HOMA-IR e do índice TyG. Amostras de 

fígado foram coletadas para análise histológica utilizando a coloração Oil Red, para análise do 

teor de glicogênio e avaliação da acetilação total de proteínas e expressão da Acot9 por Western 

blotting. As amostras de fezes coletadas foram imediatamente armazenadas a -80 ºC e, 

posteriormente, utilizadas para extração do DNA genômico, amplificação e sequenciamento do 

gene 16S rRNA e dosagem dos ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). Não foram observadas 

diferenças entre os grupos quanto ao peso corporal, IL e consumo energético. No entanto, os 

animais HSD apresentaram um aumento de 24,5% e 20,3% para a glicose em jejum e pós-

prandial, respectivamente. Esse dado foi corroborado pelo aumento de TyG (13,2%), HOMA-

IR (180%) e insulina sérica (180%) nos animais HSD. Além disso, eles também apresentaram 

intolerância à glicose e à insulina. Em relação aos lipídios séricos, o grupo HSD apresentou 

aumento dos níveis séricos de TG (134,9%) e AGL (42%) quando comparados aos animais 

CTR. Esse dado é corroborado pela presença de esteatose no fígado desses animais. Além disso, 

foi observada redução de 47% do glicogênio hepático dos animais HSD em relação ao grupo 

CTR, como também aumento do TG hepático (9%) nesses animais. De acordo com os dados 

de sequenciamento, a dieta rica em sacarose modificou a composição da microbiota intestinal 

de animais HSD, particularmente associada a espécies do filo Firmicutes, cuja alteração foi 

caracterizada pelo aumento de espécies da família Lachnospiraceae, principalmente espécies 

do gênero Blautia. No entanto, houve uma diminuição nas espécies do gênero Lactobacillus. O 

aumento de espécies do filo Firmicutes foi associado a um aumento de AGCC, principalmente 

o acetato. Nos animais HSD a produção de acetato e propionato foi maior (150% e 62%, 

respectivamente) em comparação com os animais do grupo CTR. Não houve aumento 

significativo na acetilação de proteínas totais no fígado. Este resultado foi associado ao aumento 

da expressão de Acot9 (140%) em animais HSD. Essa proteína está envolvida no tráfico de 

substratos para a lipogênese de novo, contribuindo para a ocorrência de esteatose hepática e 

para a inibição de processos de acetilação de proteínas. Nossos dados mostram que a dieta HSD 

foi capaz de modificar a composição da microbiota intestinal, reduzindo a diversidade 

bacteriana e favorecendo o crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo 

alterações metabólicas significativas no eixo intestino-fígado dos animais. 

Palavras-chave: síndrome metabólica, dieta rica em sacarose, microbiota intestinal, esteatose 

hepática. 
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INTRODUÇÃO 

 A síndrome metabólica (SM) é definida clinicamente por um conjunto de fatores de 

riscos que promovem o desenvolvimento de doenças metabólicas como a obesidade, a 

resistência insulínica, o diabetes e doenças cardiovasculares, sendo atualmente um dos maiores 

desafios para a saúde do mundo moderno (Saklayen 2018). A obesidade abdominal, 

disglicemia, hipertensão, resistência à insulina e dislipidemia são fatores de risco associados à 

essa condição e a coexistência de pelo menos três desses fatores de risco caracteriza a SM 

(Alberti et al. 2009). Não existem dados exatos sobre a prevalência da SM, condição difícil de 

mensurar, mas acredita-se que seja três vezes mais comum do que o diabetes, cuja prevalência 

é estimada em cerca de 25% da população mundial. Dessa forma, estima-se que mais de 1 

bilhão de pessoas em todo mundo sejam afetadas pela SM (Nolan et al. 2017; Saklayen 2018). 

A prevalência da SM é maior em populações urbanas, principalmente de países ocidentais. 

Porém com a disseminação do estilo de vida ocidental, essa prevalência também vem 

aumentando em outras regiões, por exemplo, no sudeste asiático (Rochlani et al. 2017).  

 Além de mudanças no estilo de vida, mudanças na dieta tem provocado um aumento 

dos fatores de risco associados à síndrome metabólica e suas comorbidades (Schiano et al. 

2021). Nesse contexto, pesquisas recentes têm investigado o potencial efeito nocivo à saúde 

humana do consumo elevado de açúcares refinados ou açúcares de adição, na promoção do 

aumento dos casos de obesidade, diabetes e síndrome metabólica, principalmente entre crianças 

e adolescentes (Faruque et al. 2019; Deal et al. 2020; Heras-Gonzalez et al. 2020; Arenaza et 

al. 2019; Bray and Popkin 2014). Açúcares de adição são monossacarídeos (glicose, frutose) e 

dissacarídeos (sacarose) adicionados ao alimento durante o processo de preparação/produção 

ou adicionados no momento do consumo (Fidler Mis et al. 2017). Nas últimas décadas o 

consumo de alimentos ricos em açúcares de adição aumentou não somente em países ricos, 

como também em países pobres ou em desenvolvimento (Razzaque 2020). A Organização 
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Mundial de Saúde (OMS) recomenda que a ingestão de açúcares de adição não deve ultrapassar 

10% do valor energético total da dieta (Organization 2015), porém o consumo desses açúcares, 

frequentemente, excede o recomendado pela OMS ficando em torno de 25% da energia total 

ingerida diariamente (Newens and Walton 2016; Fisberg et al. 2018). Em países em 

desenvolvimento, como o Brasil, mais de 60% da população relatou consumir quantidades 

elevadas de açúcares de adição (Fisberg et al. 2018). 

 A dieta é um dos principais fatores chave capaz de modular a composição da microbiota 

intestinal, influenciando diretamente a homeostase do hospedeiro (Rinninella et al. 2019). Nos 

últimos anos, muitos estudos têm evidenciado a relação entre a disbiose da microbiota intestinal 

e desordens metabólicas, como doenças cardiovasculares (Tang et al. 2019), a obesidade (Ley, 

Backhed, et al. 2005), o diabetes (Pascale et al. 2019) e doenças associadas a processos 

inflamatórios como a síndrome do intestino irritável (Bhattarai, Muniz Pedrogo, and Kashyap 

2017). Como mostrado por Cani et al. (2012), a interação entre a dieta do indivíduo e a sua 

microbiota intestinal contribui para o desenvolvimento da inflamação crônica sub-clínica, 

importante fator associado à ocorrência de condições metabólicas como a SM (Cani et al. 2012).  

 A patogênese de diferentes doenças do fígado tem sido associadas a composição da 

microbiota. O fígado está diretamente conectado ao trato gastrointestinal através do eixo 

intestino-fígado. Nutrientes e metabólitos bacterianos atravessam o epitélio intestinal e são 

transportados até o fígado pela veia porta contribuindo, assim, para a homeostase do hospedeiro. 

Sob a condição de disbiose da microbiota intestinal, vários mecanismos podem contribuir para 

o desenvolvimento da doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA). Alterações na 

barreira intestinal podem promover o aumento da permeabilidade desse epitélio que associado 

a translocação de metabólitos bacterianos e a endotoxemia comprometem o metabolismo 

hepático de lipídios (Tilg, Cani, and Mayer 2016; Marra and Svegliati-Baroni 2018; Delzenne 

et al. 2019). 
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 Entre os metabólitos derivados da atividade microbiana, os ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC) são resultantes da fermentação de carboidratos pela microbiota e são utilizados como 

uma fonte extra de energia por diferentes células do hospedeiro. O butirato é preferencialmente 

utilizado como substrato energético pelos colonócitos, enquanto o acetato e o propionato podem 

ser usados como substrato para a síntese de ácidos graxos e gliconeogênese, respectivamente 

(den Besten, Lange, et al. 2013; Aron-Wisnewsky et al. 2020). O acetato também pode atuar 

em processos metabólicos importantes associados a acetilação de proteínas não-histônicas, por 

contribuir com a biossíntese de acetil-CoA, principal substrato para as reações de acetilação 

(Menzies et al. 2016). 

 O impacto de dietas ricas em açúcar sobre a microbiota intestinal vem sendo investigado 

recentemente. Camundongos alimentados com dietas ricas em glicose ou frutose, apresentaram 

redução da diversidade bacteriana, com aumento da abundância de táxons microbianos 

específicos que foram associados a endotoxemia metabólica e aumento da permeabilidade 

intestinal (Do et al. 2018). Em outro estudo com ratos alimentados com 10% de sacarose 

adicionada a água de beber, foram observadas modificações na composição da microbiota 

intestinal, endotoxemia metabólica, alterações no metabolismo de lipídios e carboidratos, como 

também aumento na concentração de acetato nas fezes que foi relacionado ao desenvolvimento 

de esteatose hepática (Sánchez-Tapia et al. 2020). de Oliveira Neves et al. (2020) também 

demonstraram que ratos alimentados com uma dieta rica em açúcar (sendo 36% do total de 

carboidratos referentes a açúcares de adição) apresentaram modificações na composição da 

microbiota intestinal com aumento da abundância de grupos bacterianos associados com 

desordens metabólicas (de Oliveira Neves et al. 2020). 

 No contexto do que foi citado acima, em relação ao consumo de açúcares de adição e a 

modificação da microbiota intestinal, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito de uma 

dieta rica em sacarose (HSD) sobre a composição da microbiota intestinal de ratos, logo após 
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ao desmame, a produção de ácidos graxos de cadeia curta e o potencial efeito desses metabólitos 

bacterianos sobre o eixo intestino-fígado. Para tal investigação, usamos uma dieta cuja 

composição referente a concentração de sacarose (em torno de 25% do total de carboidratos) é 

semelhante ao consumo de sacarose encontrado em países da América Latina (Fisberg et al. 

2018). Nossos dados mostram que a dieta HSD foi capaz de modificar a composição da 

microbiota intestinal dos animais, reduzindo a diversidade bacteriana, favorecendo o 

crescimento de espécies produtoras de AGCC, promovendo, dessa forma, alterações 

metabólicas significativas no eixo intestino-fígado dos animais. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Desenho experimental 

Ratos machos da espécie Rattus norvergicus var. Wistar, fornecidos pelo Biotério 

Central da Universidade Federal do Maranhão, logo após o desmame (21 dias de vida), foram 

randomizados em 2 grupos: grupo controle (CTR; n=6), alimentados com a ração padrão 

(Nuvital®, Nuvilab, Brazil), sendo 55,4% do total de calorias referente a carboidratos (10% de 

sacarose), 21% de proteínas, 5,2% de lipídios, totalizando 3,52 Kcal/g; ou alimentados com 

dieta rica em sacarose (HSD; n = 8) sendo 65% do total de calorias referente a carboidratos 

(25% de sacarose), 12,3 % de proteínas, 4,3% de lipídios, totalizando 3,48 Kcal/g como 

previamente descrito por Pinto et al. (2016) e Sousa et al. (2018) (Pinto, Melo, Flister, França, 

et al. 2016; Sousa et al. 2018) por um período de 22 semanas. Os animais foram mantidos em 

local com temperatura controlada (21°C±2°C; 60% de umidade e 12-h de ciclo luz/escuro) com 

água e ração ad libitum. Durante todo o período de intervenção com a dieta, o desenvolvimento 

da obesidade foi avaliado pelo cálculo do Índice de Lee [(peso corporal (g)1/3/comprimento 
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naso-anal (cm) x 1000] (Bernardis and Patterson 1968). O consumo de ração e a avaliação do 

desenvolvimento ponderal foram realizados três vezes por semana.  

Durante a última semana de intervenção com a dieta, amostras de fezes foram coletadas 

e imediatamente estocadas em freezer a -80 ºC e, subsequentemente, usadas para a extração de 

DNA genômico, amplificação e sequenciamento do gene bacteriano 16S rRNA. Durante a 22ª 

semana, os animais foram colocados em jejum de 8 horas, para a mensuração da glicemia pela 

cauda (glicosímetro Accuchek Active®) com subsequente realização do teste oral de tolerância 

a glicose (OGTT) e teste intraperitoneal de tolerância a insulina (ipITT). No período 

determinado (22 semanas), os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (10 mg/kg 

xilazina+40 mg/kg cetamine via intraperitoneal) e foram realizadas coletas de sangue para as 

dosagens bioquímicas via artéria mesentérica.  Por fim, foram laparotomizados para a retirada 

dos coxins adiposos (gordura periepididimal, retroperitoneal, mesentérico e marrom), fígado, 

intestino e músculos sóleo e gastrocnêmio que foram lavados com solução salina, dessecados e 

pesados (Moon et al. 2013). Todas as amostras foram conservadas e armazenadas (-80 C) para 

futuras análises de expressão gênica e proteica. As carcaças dos animais sacrificados foram 

prontamente identificadas e refrigeradas (-20°C) sendo encaminhadas, no dia seguinte, ao 

Biotério Central da UFMA para o correto descarte. 

Todos os procedimentos realizados com animais estavam de acordo com o Comitê de 

Ética de Uso de Animais (CEUA-UFMA), os quais foram submetidos para análise e aprovados 

pelo CEUA-UFMA sob o número de processo 23115.016318/2016-96. 

 

Avaliação do perfil bioquímico sérico 

Os níveis de glicose (GL), colesterol total, triglicerídeos (TG) e ácidos graxos livres 

foram avaliadas em amostras de soro por métodos espectrofotométricos utilizando kits 

laboratoriais de acordo com as instruções do fabricante ((Labtest, MG, Brazil, and Wako, VA, 
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USA; Sigma-Aldrich, USA). O nível sérico de insulina foi avaliado por imunoensaio (Sigma-

Aldrich, USA) seguindo as instruções do fabricante. A resistência insulínica foi inferida pelo 

cálculo dos índices TyG (TyG = natural logarithm fasting TG mg/dL × fasting GL mg/dL /2) 

(Guerrero-Romero et al. 2010) e HOMA-IR (homeostasis model assessment index [HOMA-IR 

= fasting glucose (mM)·fasting insulinemia (μU/ml)·22.5−1)]) (Matthews et al. 1985). 

A concentração sérica de LPS foi determinada pelo ensaio do lisado de amebócito 

através de kit comercial ((PierceTM Chromogenic Endotoxin Quant Kit; Thermo Scientific 

#A39552). Neste ensaio, as amostras são primeiramente diluídas de 1/50 até 1/100 e aquecidas 

por 15 min a 70 oC. Após este primeiro passo, as amostras foram estocadas a 2-8 oC por menos 

de 24h para parar toda a atividade bacteriana. Depois as amostras e o padrão foram incubados 

com o lisado de amebócito por 14min e, em seguida, com o substrato cromogênico por 6min. 

Após a solução de parada, a leitura foi realizada em comprimento de onda de 405nm.  

Histologia e glicogênio hepático  

 As amostras de fígado foram incluídas no composto Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek, 

EUA) e congeladas rapidamente em uma mistura de gelo seco e 2-metilpentano (Fisher 

Scientific, EUA). Cortes de fígado com 10 µm de espessura foram fixados em formol a 10% e 

corados com Oil Red O (Sigma-Aldrich, EUA). Essas seções foram analisadas por dois 

pesquisadores de uma maneira cega independente para determinar o escore NAFLD / NASH 

para o grau de esteato-hepatite, de acordo com os critérios definidos previamente (Kleiner et al. 

2005). As lâminas foram digitalizadas usando um microscópio Olympus BX53 (Olympus 

America, EUA), e as imagens digitais de alta resolução foram capturadas em um computador 

com ampliações de alta potência (X4 ou X20). 

 Para determinação do glicogênio hepático foi realizado o protocolo Hassid and Abraham 

(1957) com algumas modificações. Amostras (250 mg) de fígado foram colocadas em tubos 

contendo 1 ml de KOH 30% e fervidas (100 oC) por 1 h para completa homogeneização. Em 



107 
 

seguida, em cada tubo foi adicionado 100 µl de NaSO4 50% e 3,5 ml de etanol (70%) e, então, 

fervido (100 oC, 15 min) para precipitação do glicogênio. As amostras foram centrifugadas a 

1000 rpm (20 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em água quente. 

Em 5 µl dessa ressuspensão foi adicionado 445 µl de H2Odd e 1 ml da antrona 0,2% em H2SO4. 

Essa mistura foi aquecida (100 oC, 15 min) e o conteúdo de glicogênio mensurado por 

espectrofotometria (650 nm).  

Avaliação da acetilação proteica por Western Blotting 

 Amostras de fígado (n=14) foram homogeinizadas por sonicação com o tampão 

de lise contendo inibidores de proteases (1 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml leupeptina e 10 mM 

PMSF) e fosfatases (2 mM ortavanato de sódio, 10 mM pirofosfato de sódio e 10 mM β-

glicerolfosfato). 30 µg de proteína de cada amostra foi diluída com tampão de amostra Laemmli 

e carregado em gel SDS-PAGE para separação proteica. Após a separação, as proteínas foram 

transferidas para membranas de nitrocelulose. Para detecção das proteínas de interesse, as 

membranas foram incubadas overnight com os seguintes anticorpos primários: [anti- 

Acetilated-Lysine (1:1000; Cell Signaling, USA, Cat# 9441), anti-Acot9 (1:1000; Invitrogen, 

USA, Cat# PA5-109356), anti- β-Actin (1:1000; Sigma-Aldrich, USA, Cat# A5441). Em 

seguida, foi realizado a incubação por 1 h (temperatura ambiente) com os anticorpos 

secundários conjugados a peroxidase. A revelação das proteínas foi feita por 

quimioluminescência utilizando kit SuperSignalTM (Thermo Scientific, USA, Cat. #34577). Os 

resultados foram expressos baseados na densidade relativa da β-actina (1:10.000; Sigma 

Aldrich, USA). 

Extração de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA 

O DNA genômico foi extraído e a amplificação da região V3V4 do gene 16S rRNA foi 

realizada conforme descrito anteriormente (Bartram et al. 2011; Whelan et al. 2014). 

Resumidamente, cada pellet fecal foi homogeneizado mecanicamente e lisado enzimaticamente 
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antes da extração de DNA com fenol-clorofórmio-isoamil. A amplificação da região V3V4 foi 

realizada usando primers reversos adaptados a um barcode. Cada reação continha 5 pmol de 

primer, 200 mM de dNTPs, 1,5ul 50 mM MgCl2, 2 μl de 10 mg / ml de soro albumina bovina 

(irradiado com um transiluminador para eliminar DNA contaminante) e 0,25ul de Taq 

polimerase (Life Technologies, Canadá) para um volume total de reação de 50 μl. Os produtos 

de PCR foram purificados por eletroforese em gel e subsequentemente sequenciados usando a 

plataforma Illumina MiSeq (2x150bp) no Farncombe Genomics Facility (McMaster University, 

Hamilton ON, Canadá). 

Análise do sequenciamento do gene 16S rRNA 

Os arquivos FASTQ resultantes foram processados usando um pipeline interno 

personalizado (Whelan et al. 2014). Os reads que excederam o comprimento da região 16S 

rRNA V3 foram cortadas usando Cutadapt (Martin 2011), e os reads emparelhados foram 

alinhadas usando PANDASeq (Masella et al. 2012). Amplicons de sequências variantes (ASVs) 

foram geradas usando DADA2 (Callahan et al. 2016b) e taxonomia foi atribuída usando o RDP 

Classifier (Ribosomal Database Project, RRID: SCR_006633) contra o banco de dados de 

referência Silva 132. ASVs não bacterianos foram removidos por taxa de exclusão pertencentes 

ao reino Eukaryota, um filo desconhecido, ou a família Mitocôndria. 

A análise dos dados de sequenciamento foi realizada em R (Projeto R para Computação 

Estatística, RRID: SCR_001905). Medidas de alfa diversidade dos dados ASV rarefeitos foram 

calculadas usando o índice de diversidade de Shannon (phyloseq, RRID: SCR_013080) e 

analisadas por modelo linear misto com tratamento (HFCS vs controle) e dia (3 semanas vs 6 

semanas) como efeitos fixos e ID de camundongo como um efeito aleatório. A beta diversidade 

de contagens de ASV normalizadas (soma total escalonada) foi calculada usando a métrica de 

dissimilaridade de Bray Curtis e visualizada através da ordenação da Análise das Principais 

Coordenadas (PCoA) (ggplot2, RRID: SCR_014601). As diferenças de toda a comunidade 
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entre os grupos foram analisadas usando análise de variância multivariada permutacional 

(PERMANOVA) e o comando adonis (vegan; RRID: SCR_011950). DESeq2 (RRID: 

SCR_015687) foi usado para identificar gêneros que diferiam significativamente entre os 

grupos (limite de significância definido como um valor p <0,01 após o ajuste para testes 

múltiplos via implementação DESeq2 do procedimento de ajuste de testes múltiplos de 

Benjamini-Hochberg) e visualizado usando ggplot2. 

Quantificação dos ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 

Os níveis de AGCC foram medidos em amostras fecais por Cromatografia Gasosa e 

Detecção de Ionização de Chama (CG-FID). Quantidade equivalente em peso de 100 mg de 

amostras fecais foi suspensa em 1 mL de ácido fosfórico a 5%, homogeneizada por 1 minuto 

em um vórtice e, em seguida, centrifugada para remover o sobrenadante. 1,9 mL de acetato de 

etila P.A. foi adicionado ao conteúdo, homogeneizado por 1 minuto em vórtice e depois 

centrifugado a 2000G por 2 minutos a 4 ° C. A fase orgânica foi removida e armazenada em 

frasco. Para as amostras padrão, o mesmo processo foi realizado em solução de 1 mL, com 4 

µL dos padrões para cada AGCC em acetato de etila. 

A análise dos AGCC foi realizada segundo Masood et al, 2005, com adaptações. A 

leitura foi realizada em um cromatógrafo gasoso Trace 1310 (Thermo Scientific), utilizando 

uma coluna DB-FFAP de 15 m x 0,1 mm DI x 0,1 μm de espessura (J&W Scientific da Agilent 

Technologies). A configuração da temperatura começa em 90 ° C, que é então aumentada em 

40 ° C / min até 150 ° C, 12,5 ° C / min até 170 ° C, 58,5 ° C / min até 240 ° C e mantida por 1 

minuto. O gás de arraste utilizado foi o hidrogênio / nitrogênio com pressão constante de 345 

kPa. O Detector de Ionização por Chama foi programado para 250 ° C, ar sintético e nitrogênio 

em vazão de 350mL / min e 40mL / min, respectivamente, na proporção de 30: 1, e volume de 

injeção de 1 µL. 
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Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias. A análise dos 

dados dos experimentos foi realizada por meio dos testes estatísticos paramétricos (teste t de 

Student não pareado e unicaudal). As diferenças foram significativas quando p ≤ 0,05.  

 

RESULTADOS 

Os animais HSD não apresentaram alterações quanto ao ganho de peso corporal ou ao 

índice de Lee em relação ao grupo controle no período de 150 dias. O consumo de ração dos 

animais diminuiu após a 5a semana de avaliação, sendo mantido até o final do período de 

intervenção com a dieta, mas sem diferenças significativas entre os grupos CTR e HSD (Fig. 

1). 

 

 

Figura 1. Parâmetros morfométricos durante o período de intervenção com a dieta. A. Peso dos animais em 

gramas (g). B. Consumo energético dos animais (g/100g/dia). c. Índice de Lee (IL) (g1/3/cm-1 x 1000) avaliados 

nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8) durante 

22 semanas após o desmame (21 dias). As barras representam média ± epm. Teste t de Student não pareado. 
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O consumo da dieta rica em sacarose impactou negativamente na homeostase da glicose. 

Os animais HSD apresentaram elevados níveis de glicose em jejum (96,88 ± 5,83 mg/dL), 

glicose pós-prandial (131.1 ± 5.95 mg/dL) e elevado níveis de insulina (19,98 ± 3,39 µUI/mL) 

quando comparado aos animais do grupo CTR (77,83 ± 4,02 mg/dL; 109 ± 6,53 mg/dL; 7.13 ± 

1,72 µUI/mL) (Fig. 2 A, B e C). Os animais HSD também apresentaram resistência insulínica, 

inferida pelos índices TyG e HOMA-IR (Fig. 2 D e E).  Esses dados são corroborados pelo 

aumento dos níveis séricos de ácidos graxos livres (0,84 ± 0,06 mg/dL) nos animais HSD 

quando comparados aos animais do grupo CTR (81,80 ± 8,60; 0,59 ± 0,04 mg/dL) (Fig. 2 F).  

 

Figura 2. Perfil bioquímico e resistência insulínica. Níveis glicêmicos séricos (mg/dL) em jejum (A) e pós-prandial 

(B). Níveis séricos de insulina (μIU/ml) (C). Índice TyG (D). Índice HOMA-IR (E). Níveis séricos de ácidos graxos 

livres (F) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose (HSD, 

n=8) durante 22 semanas após o desmame (21 dias). As barras representam média ± epm. Teste t de Student não 

pareado.
 
* p < 0.05 ** p < 0.01. 

A partir da observação desse conjunto de dados, podemos observar que a introdução 

precoce de uma dieta rica em sacarose promove o desenvolvimento de fatores de riscos 

associados com a síndrome metabólica, dislipidemia e resistência insulínica. 
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A exposição a dieta promove mudanças na microbiota intestinal e induz a produção de 

AGCC 

 A dieta rica em sacarose reduz significativamente a alfa diversidade mensurada pelo 

índice de Shannon (p = 0.02311). Esse dado sugere que os animais HSD (Vermelho) 

apresentaram ambos pouca e/ou menor distribuição de espécies bacterianas comparado aos 

animais CTR (preto) (Fig. 3 A). De acordo com a análise dos 25 gêneros mais abundantes, a 

dieta rica em sacarose foi capaz de modificar a composição da microbiota intestinal (Fig. 3 B). 

O impacto da dieta sobre as comunidades microbianas da microbiota intestinal visualizadas 

pela análise das principais coordenadas (PCoA) usando a métrica de dissimilaridade de Bray-

Curtis nos animais CTR (preto) ou HSD (vermelho), mostrou que os animais se agrupam 

claramente de acordo com a dieta (R2 = 0,336, p = 0.001 by PERMANOVA) (Fig. 3 C). 
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Figura 3. Avaliação da microbiota intestinal. Alfa diversidade calculada pelo Índice de Shannon (A). 

Abundância relativa dos 25 gêneros mais abundantes (B). Análise das principais coordenadas (PCoA) 

usando o índice de dissimilaridade de Bray curtis (R2 = 0.336, p = 0.001 by PERMANOVA) (C) 

avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica em sacarose 

(HSD, n=8) após 22 semanas de intervenção. 

 

Os gráficos abaixo representam a relativa abundância de gêneros que significativamente 

são alterados pela dieta HSD quando comparados ao grupo CTR. A maioria dos gêneros são 

pertencentes a família Lachnospiraceae, que inclui membros produtores de AGCC, 

particularmente butirato e acetato (especialmente espécies do gênero Blautia). O único gênero 

que diminuiu foi o A2. É especialmente interessante a abundância aumentada de Akkermansia, 

uma conhecida bactéria que degrada mucina e está envolvida com a imunidade e a função de 

barreira do epitélio intestinal (Fig. 4 A). Os AGCC, principalmente, acetato, propionato e 
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butirato são produzidos pela microbiota intestinal. Como mostrado na Fig. 4B, nós observamos 

que os níveis de acetato e propionato foram elevados nas fezes dos animais HSD. Nestes 

animais a produção de acetato e propionato foram, respectivamente, 150% e 62% maiores 

quando comparados aos níveis observados nos animais do grupo CTR. Entretanto, nenhuma 

diferença foi observada com relação aos níveis de butirato entre os animais HSD e CTR. Quanto 

a avaliação do LPS circulante, pode-se observar que não houve diferenças entre os animais 

CTR e os animais HSD (Fig. 4 C). 

 

Figura 4. Abundância relativa dos gêneros mais alterados pela dieta HSD (A). Concentração de AGCC nas fezes 

(B). Endotoxina sérica (C) avaliados nos animais alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6) e com a dieta rica 

em sacarose (HSD, n=8) após 22 semanas de intervenção. As barras representam média ± epm. Teste t de Student 

não pareado.
 
* p < 0.05 *** p < 0.001. 

 

Exposição a dieta rica em sacarose promove acúmulo de lipídios e redução do conteúdo 

de glicogênio no fígado 
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Após 150 dias de exposição a dieta, os animais HSD apresentaram esteatose hepática 

quando comparados aos animais CTR (Fig. 5A). 

Figura 5. Análise histológica do fígado após o período de intervenção com a dieta. Secções de amostras de fígado 

coradas com Oil Red para a visualização de droplets de lipídios, morfologia de hepatócitos, score para esteatose, 

ballooning e inflamação avaliados em ratos do grupo CTR (n=6) e HSD (n=8) (A). Conteúdo de glicogênio 

hepático (B). Expressão proteica da Acot9(C) e avaliação da acetilação total de proteínas por Western blotting 

(D). Níveis hepático (E) e séricos (F) de triglicerídeos após 22 semanas de intervenção. As barras representam 

média ± epm. Teste t de Student não pareado.
 
* p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001. 

  

 

 O acúmulo excessivo de lipídios no hepatócito pode causar resistência insulínica 

hepática, comprometendo, assim, a biossíntese de glicogênio. Nesse contexto, o conteúdo de 
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glicogênio é reduzido no fígado. Foi observado que o conteúdo de glicogênio hepático foi 

reduzido nos animais HSD comparado aos animais CTR (p<0.05) (Fig. 5B). 

A acetilação de lisina é envolvida em várias vias celulares, sendo crucial para a ativação 

e desativação dessas vias. De acordo com a avaliação da expressão total de proteínas acetiladas 

no fígado, nenhuma diferença foi observada entre os animais HSD comparados aos animais do 

grupo CTR (Fig. 5C). Por isso, resolvemos avaliar a expressão da Acot9 nesse mesmo tecido. 

Essa proteína foi recentemente envolvida no tráfico de acetil-CoA para o interior da 

mitocôndria, limitando assim, a disponibilidade de acetil-CoA para os processos de acetilação 

de proteínas no fígado. Observamos que a expressão da Acot9 foi aumentada em 140% nos 

animais HSD em relação aos animais CTR (Fig. 5D). Dessa forma, podemos sugerir que a 

expressão aumentada da dessa proteína esteja inibindo o processo de acetilação proteica no 

tecido hepático. Além disso, a expressão aumentada da Acot9, favorece o aumento de substratos 

para a lipogênese de novo, contribuindo para a ocorrência da esteatose hepática. Para corroborar 

com esse resultado, observamos o aumento dos níveis de triglicerídeos hepáticos (Fig. 5E) e 

séricos (Fig. 5F) nos animais HSD em comparação aos animais CTR. 

 

DISCUSSÃO 

 O nosso estudo mostra que a dieta rica em sacarose (HSD) foi capaz de promover 

alterações na composição da microbiota intestinal de ratos. Mais precisamente, observamos que 

a dieta favoreceu a proliferação de alguns grupos específicos de bactérias, modificando a 

abundância de grupos pertencentes ao Filo Firmicutes que, por sua vez, vem sendo associado 

ao desenvolvimento de obesidade  (Ley, Backhed, et al. 2005; Turnbaugh et al. 2007) e outras 

desordens metabólicas como a doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) (Le Roy et 

al. 2013).  
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 A ingestão de HSD com 25% de sacarose por 22 semanas favoreceu à proliferação de 

gêneros bacterianos específicos como, Blautia e Fusicatenibacter, ambos pertencentes à família 

Lachnospiraceae, filo Firmicutes. A família Lachnospiraceae é um dos principais grupos 

taxonômicos constituintes da microbiota intestinal, sendo responsável pela degradação de 

polissacarídeos complexos e, assim, gerando metabólitos derivados dessa ação bacteriana como 

os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC). As espécies componentes desse grupo bacteriano 

também apresentam a capacidade de fermentar uma grande variedade de substratos orgânicos 

na região do cólon (Ejtahed et al. 2020). Em estudo realizado com pacientes, para avaliar o 

impacto da suplementação com leite integral sobre a microbiota intestinal, foi observado que 

indivíduos com dificuldade em digerir a lactose apresentaram um aumento na abundância de 

bactérias dos gêneros Anaerostipes e Blautia (família Lachnospiraceae), evidenciando, assim, 

a participação dessas espécies no processo de fermentação da lactose (Li et al. 2018). 

 Outros estudos encontraram associação entre o aumento na abundância de espécies do 

gênero Blautia e desordens metabólicas como, a obesidade, elevado BMI (Kasai et al. 2015; 

Bonder et al. 2016; Org et al. 2017) e acúmulo de gordura visceral (Ozato et al. 2019). Este 

gênero foi positivamente correlacionado com a presença de ácidos graxos saturados (SFAs) e 

ácidos graxos monoinsaturados (MUFAs) (Org et al. 2017), triglicerídeos, ácidos graxos não-

esterificados (NEFA) e níveis séricos de malondialdeído (MDA) (Yang, Deng, et al. 2019). Um 

estudo realizado com pacientes diagnosticados com DHGNA, demonstrou um aumento na 

abundância de espécies da família Lachnospiraceae, com particular aumento de cerca de duas 

vezes mais espécies do gênero Blautia, nesses pacientes, em comparação com os indivíduos do 

grupo controle. Nesse mesmo estudo, pacientes diagnosticados EHNA também apresentaram 

elevada abundância de espécies do gênero Blautia (Shen, Zheng, et al. 2017). Resultados 

semelhantes foram observados por Raman et al. (2013), em que pacientes obesos e com 

DHGNA apresentaram aumento na abundância de espécies da família Lachnospiraceae 
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(Raman et al. 2013). Em outro estudo realizado com crianças diagnosticadas com EHNA, o 

aumento na abundância de Blautia foi também observado (Del Chierico et al. 2017). Em nosso 

estudo, os animais HSD apresentaram, por exemplo, esteatose hepática, elevados níveis de 

triglicerídeos e ácidos graxos livres no soro. 

 Corroborando com os nossos resultados, outros estudos demonstraram que a adição de 

açúcares simples à dieta modifica a composição da microbiota intestinal. Neves et al. (2020) 

observaram que ratos Wistar alimentados com uma dieta rica em açúcar (36, 32% do conteúdo 

de carboidratos foi referente à adição de sacarose) por 15 semanas,  apresentaram modificações 

profundas na composição da microbiota intestinal, principalmente relacionado ao aumento da 

abundância de sub-classes pertencentes ao filo Proteobacteria, grupos esses associados ao 

desenvolvimento de desordens metabólicas como a obesidade (de Oliveira Neves et al. 2020). 

Um outro estudo demonstrou que camundongos alimentados com uma dieta rica em glicose ou 

frutose (65.0% do total de calorias referente a carboidratos - 85% de glicose ou frutose e 15% 

de sacarose) por 12 semanas, apresentaram redução na diversidade bacteriana caracterizada pela 

redução na abundância de espécies do filo Bacteroidetes e aumento na abundância de 

Proteobacteria (Do et al. 2018). 

 Fastjova et al. (2020) observaram que fêmeas BALB/c alimentadas com dieta rica em 

açúcar (46,4% sacarose; 7% dextrose) por 3 semanas, sofreram mudanças na composição da 

microbiota intestinal associadas ao aumento na abundância de espécies da família 

Enterococcaceae e do gênero Turicibacter, ambos pertencentes ao filo Firmicutes. Além disso, 

a associação da dieta rica em açúcar com o sódio de sulfato de dextrano (DSS) para a indução 

de colite, favoreceu a proliferação de E. coli e fungos do gênero Candida, evidenciando assim, 

a influência da dieta na promoção do crescimento de espécies bacterianas e fúngicas 

potencialmente patogênicas (Fajstova et al. 2020). Em outro estudo, também com indução de 

colite por DSS, a administração de 10% de sacarose por 7 dias, promoveu o aumento da 
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abundância de Bacteroidetes e Proteobacteria, com redução de espécies das famílias 

Lactobacillaceae and Lachnospiraceae. Foi também observado o aumento na abundância de 

espécies da família Akkermansiaceae (Khan et al. 2020).  

 No presente estudo, os animais HSD apresentaram aumento na abundância de 

Akkermansia muciniphila e redução de espécies do gênero Lactobacillus. Apesar de estudos 

recentes relatarem efeitos benéficos associados a abundância da A. municiphila em relação ao 

controle de desordens metabólicas, redução do acúmulo de gorduras e ganho de peso (Chevalier 

et al. 2015; Derrien, Belzer, and de Vos 2017; Macchione et al. 2019), existem algumas 

evidências de que o aumento na abundância dessa espécie esteja associada a promoção da colite 

(Desai et al. 2016; Seregin et al. 2017). Khan et al. (2020) sugerem que a redução da camada 

de muco observada no intestino dos animais alimentados com dieta rica em açúcar está 

associada ao aumento da abundância de A. municiphila nesses animais, tendo em vista que essa 

espécie degrada a mucina presente no muco (Khan et al. 2020). Dessa forma, com a redução da 

camada de muco, bactérias patogênicas podem se aproximar do epitélio intestinal provocando 

infecções (Desai et al. 2016).  

Lactobacillus spp.  são associadas a manutenção da homeostase intestinal induzindo, 

por exemplo, a produção de citocinas anti-inflamatórias e inibindo a proliferação de bactérias 

patogênicas no epitélio intestinal (Becker, Neurath, and Wirtz 2015). Espécies do gênero 

Lactobacillus são frequentemente usadas como probióticos em humanos, como uma alternativa 

interessante no tratamento da obesidade, síndrome metabólica e processos inflamatórios 

crônicos associados a modificação da dieta e do estilo de vida (Tenorio-Jiménez et al. 2019). 

Estudos com ratos mostraram que a suplementação da dieta com linhagens da espécie 

Lactobacillus (L.) reuteri foi capaz de reduzir a hipercolesterolemia dos animais, além de 

normalizar os níveis glicêmicos (Singh et al. 2015; Otero et al. 2017). Em camundongos não-

diabéticos alimentados com dieta rica em gordura, a administração de L. rhamnosus por 13 
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semanas foi capaz de promover a melhora no controle glicêmico, aumentando a sensibilidade a 

insulina e a expressão de GLUT4, além do aumento da produção de adiponectina (Kim et al. 

2013). Resultados semelhantes foram observados em ratos alimentados com dieta rica em 

frutose e com administração de L. reuteri por 14 semanas, onde ocorreu melhora na resistência 

insulínica e da esteatose hepática após a intervenção com este probiótico (Hsieh et al. 2013). 

Estudos com o uso dessas linhagens probióticas de Lactobacillus em humanos apresentaram 

resultados semelhantes ao encontrado em animais (Luoto et al. 2010; Ejtahed et al. 2011; Simon 

et al. 2015). 

 Alterações na composição da microbiota intestinal pode contribuir para a endotoxemia 

metabólica. Dessa forma, as bactérias constituintes da microbiota intestinal são tidas como 

fontes importantes de LPS e começaram a ser investigadas como uma possível causa para a 

endotoxemia metabólica (Fuke et al. 2019). Estudos com dietas enriquecidas com açúcar tem 

demonstrado associação entre a disbiose da microbiota intestinal e aumento de LPS na 

circulação. Animais alimentados com dieta rica em glicose ou frutose, apresentaram mudanças 

na microbiota intestinal, principalmente associada ao aumento da abundância de espécies do 

filo Proteobacteria, onde as bactérias constituintes desse filo são Gram-negativas. Foram 

observados aumento de LPS circulante e da permeabilidade intestinal, sendo assim, constatado 

a relação entre a dieta e a disbiose como causa da endotoxemia e inflamação do cólon, 

contribuindo também, para a promoção de desordens metabólicas (Do et al. 2018). Prajapati et 

al. (2015) observaram um aumento de cerca de 72% de bactérias do filo Proteobacteria em ratos 

alimentados com dieta rica em açúcar. Os autores sugerem que o significante aumento na 

abundância de bactérias Gram-negativas estaria associado ao aumento dos níveis de LPS no 

plasma dos animais (Prajapati et al. 2015).  

 Em nosso estudo não observamos diferença quanto aos níveis circulantes de LPS nos 

animais HSD em comparação aos animais do grupo controle. Diferente dos trabalhos citados 
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acima, em nosso estudo observamos aumento na abundância de grupos do filo Firmicutes, onde 

a maioria das espécies são Gram-positivas.  O aumento dos níveis circulantes de LPS tem sido 

também associado a alterações no epitélio intestinal que promovem o aumento da 

permeabilidade do mesmo (Fuke et al. 2019). Em nossa pesquisa não avaliamos o efeito da 

dieta rica em sacarose sobre o epitélio intestinal. 

 Componentes da dieta que não são completamente digeridos são fermentados por 

bactérias anaeróbicas no intestino grosso. Como subprodutos desse processo de fermentação 

são gerados gases e ácidos orgânicos, particularmente três principais ácidos graxos de cadeia 

curta: acetato, propionato e butirato (Louis, Hold, and Flint 2014). Nossos dados mostram que 

a concentração de acetato e propionato nas fezes de animais HSD aumentaram 150% e 62%, 

respectivamente, em comparação aos animais do grupo controle. Não foram observadas 

diferenças na concentração de butirato nos animais HSD. A produção de AGCC varia de acordo 

com a composição da microbiota intestinal e condições ambientais do intestino, incluindo pH 

e disponibilidade de substrato (Louis, Hold, and Flint 2014). Tem sido sugerido que 

carboidratos não-digeríveis como as fibras vegetais, são o principal substrato para a produção 

de AGCC pela microbiota intestinal. Porém, alguns carboidratos digeríveis como os açúcares, 

podem modular a produção dessas substâncias (Singh et al. 2017; Sánchez-Tapia et al. 2020).  

As vias de produção de acetato são amplamente distribuídas entre vários grupos 

bacterianos, incluindo bactérias acetogênicas, enquanto as vias de produção de propionato e 

butirato são mais específicas (Morrison and Preston 2016).  Como já citado 

anteriormente, em nossa pesquisa observamos aumento na abundância de espécies da família 

Lachnospiraceae, principalmente espécies dos gêneros Blautia, Coprococcus e 

Fusicatenibacter nas fezes dos animais HSD. Algumas espécies do gênero Blautia são 

acetogênicas e estão envolvidas na produção do acetato a partir de gases como o H2 e o CO2 ou 

então, a partir do formato pela via Wood-Ljungdahl (Canfora et al. 2019). Além disso, espécies 
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da família Lachnospiraceae, presentes em amostras de fezes humanas, foram associadas a 

produtos resultantes da fermentação de hexoses, entre eles, formato, acetato, lactato e succinato 

(Louis et al. 2007). Laffin et al. (2019) reportaram que animais alimentados com dieta rica em 

açúcar por 2 dias, rapidamente sofreram modificações na composição da microbiota intestinal 

com redução significativa na concentração de AGCC cecal, com particular redução do acetato. 

Os autores sugerem que esse resultado estaria associado a significativa redução da abundância 

de espécies da família Lachnospiraceae, conhecidas como produtoras de butirato e acetato 

(Laffin et al. 2019). 

 Os AGCC são rapidamente absorvidos do lúmen do intestino e, em seguida, são 

distribuídos podendo atuar nos mais diferentes órgãos e células do hospedeiro, exercendo 

também efeitos metabólicos diferentes. O butirato é basicamente utilizado como substrato 

energético pelos colonócitos, enquanto o propionato ao ser liberado do lúmen do intestino segue 

para o fígado, através da veia porta, onde será altamente metabolizado. Já o acetato, por não ser 

muito metabolizado pelo fígado, acaba alcançando concentrações maiores na circulação 

periférica (Louis, Hold, and Flint 2014; Canfora et al. 2019).  

 Embora os AGCC venham sendo associados com efeitos metabólicos benéficos e perda 

de peso, a produção dessas substâncias envolve processos de maior extração de energia dos 

nutrientes e, dessa forma, fornecendo energia extra para o hospedeiro, os AGCC são associados, 

por exemplo, ao ganho de peso (Koh, De Vadder, Kovatcheva-Datchary, and Backhed 2016; 

Aron-Wisnewsky et al. 2020). Concentrações elevadas de AGCC foram encontradas em 

amostras de fezes de pacientes obesos (Schwiertz, Taras, Schäfer, et al. 2010; Rahat-

Rozenbloom et al. 2014). Em um outro estudo também com humanos, pacientes com a doença 

hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) apresentaram concentrações elevadas de acetato, 

propionato e butirato nas fezes. Além disso, os autores do estudo sugerem que a concentração 

elevada de acetato e propionato nas fezes desses pacientes podem contribuir para o 
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desenvolvimento da esteato hepatite não-alcoólica (EHNA) (Rau et al. 2018). Nossos dados 

mostram que os animais alimentados com a dieta rica em sacarose apresentaram esteatose 

hepática. Esse dado é corroborado por um outro estudo em que o consumo de sacarose foi 

associado ao aumento na concentração total de AGCC nas fezes de ratos Wistar, 

particularmente o acetato, sendo este relacionado ao desenvolvimento da esteatose hepática nos 

animais (Sánchez-Tapia et al. 2020). 

 Ácidos graxos de cadeia curta são substratos para o metabolismo energético do 

hospedeiro, fornecendo energia adicional através da sua participação em processos como a 

lipogênese e a gliconeogênese. den Besten et al. (2013) investigaram a possível participação 

dos diferentes AGCC em diferentes vias bioquímicas. Assim, foi avaliada a participação deles 

na síntese hepática de diferentes ácidos graxos como os ácidos graxos livres e os triglicerídeos. 

Para isso, os autores realizaram infusão de AGCC, marcados com isótopos, diretamente no 

cecum de camundongos. Como resultado, foi demonstrado que o acetato e o butirato foram 

utilizados como substratos para a síntese de ácidos graxos livres e triglicerídeos (den Besten, 

Lange, et al. 2013).  

Em nosso estudo, os animais HSD apresentaram concentrações elevadas de ácidos 

graxos livres e triglicerídeos. Dados esses que podem estar relacionados à concentração elevada 

de acetato nas fezes desses animais. Em um outro estudo realizado com camundongos germ-

free, os animais alimentados com dieta rica em polissacarídeos e colonizados com linhagens 

bacterianas fermentadoras, apresentaram um aumento de AGCC nas fezes. Os autores sugerem 

que os AGCC foram utilizados como substrato para a lipogênese de novo hepática, tendo em 

vista que os animais apresentaram níveis de triglicerídeos hepáticos aumentados (Samuel et al. 

2008).  

 Dietas ricas em carboidratos contribuem para uma maior produção de metabólitos 

envolvidos em processos de acetilação de proteínas, como a acetil-CoA. A acetilação controla 
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o metabolismo energético diretamente, pela alteração na função de enzimas envolvidas no 

metabolismo, ou indiretamente, via regulação epigenética, alterando a expressão de genes 

codificantes dessas enzimas (Arias-Alvarado et al. 2021). O aumento da disponibilidade de 

acetil-CoA proveniente da glicólise foi associado a hiper acetilação de proteínas mitocondriais 

do fígado (Meyer et al. 2018). Resultados semelhantes foram observados em um estudo onde o 

excesso de calorias proporcionadas pela suplementação com frutose e glicose por 10 semanas, 

promoveu o aumento da acetilação de proteínas mitocondriais envolvidas na via de oxidação 

de ácidos graxos, alterando essa função hepática (Softic et al. 2019). Além de ser proveniente 

do metabolismo de carboidratos, a acetil-CoA pode ser também produzida a partir de AGCC 

resultantes do metabolismo da microbiota intestinal, particularmente o acetato (Menzies et al. 

2016; Krautkramer et al. 2016). 

 A partir dos dados da literatura sobre o papel dos açúcares e do acetato em promover o 

aumento da disponibilidade de acetil-CoA, avaliamos a acetilação total de proteínas em células 

do fígado. Observamos que houve diferenças, quanto ao perfil de acetilação dessas proteínas 

entre os animais HSD e os animais do grupo controle. Essa diferença não foi estatisticamente 

significativa, porém observou-se uma tendência para o aumento da acetilação de proteínas no 

grupo HSD. 

 Um estudo recente investigou o papel de uma proteína mitocondrial chamada acil-CoA 

tioesterase (Acot9) no tecido hepático, envolvida no transporte de acetil-CoA para o ciclo do 

ácido tricarboxílico (TCA), aumentando a biossíntese de substratos para a lipogênese de novo 

e a produção hepática de glicose. Os autores do estudo mostraram que os animais que 

apresentavam expressão normal da Acot9 nos hepatócitos desenvolveram esteatose hepática 

associada ao aumento dos níveis de triglicerídeos hepáticos e aumento na produção de glicose 

hepática. Além disso, animais knockout para a Acot9 apresentavam maiores níveis de acetilação 

de proteínas hepáticas ao contrário dos animais com a expressão normal desta proteína. Os 
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autores sugerem que a presença da Acot9 acaba sendo um fator limitante da disponibilidade de 

acetil-CoA para os processos de acetilação de proteínas (Steensels et al. 2020). 

 Baseado nos dados citados no estudo acima, nós avaliamos a expressão da Acot9 no 

fígado dos animais dos grupos CTR e HSD. Observamos que os animais HSD apresentaram 

uma maior expressão dessa proteína e, portanto, sugerimos que a presença da Acot9 foi um 

fator limitante para o aumento significativo do perfil de acetilação de proteínas no fígado desses 

animais. Corroborando ainda com esse dado, podemos enfatizar a presença da esteatose 

hepática com consequente aumento dos níveis de triglicerídeos apresentados pelos animais 

HSD. 

 Em conclusão, nossos resultados indicam que o consumo crônico de uma dieta rica em 

sacarose iniciado logo após o desmame promove alterações significativas na microbiota 

intestinal, reduzindo a diversidade bacteriana e favorecendo o crescimento de grupos 

bacterianos associados com o aumento da produção de AGCC e ao desenvolvimento de 

distúrbios metabólicos associados à SM. Nossos dados corroboram os achados de outros 

estudos que também mostram que o consumo de açúcares de adição reduz a diversidade 

bacteriana, reforçando a hipótese de que a baixa diversidade microbiana pode afetar o 

metabolismo energético do hospedeiro (Alcock, Maley, and Aktipis 2014). Importante destacar 

que o nosso modelo de dieta tem em sua composição uma quantidade de sacarose semelhante 

a quantidade energética ingerida diariamente pela população de países Latino-Americanos 

(Fisberg et al. 2018). Além disso, nosso estudo evidencia uma possível interação entre a 

expressão aumentada de Acot9 com a redução da acetilação de proteínas no fígado e o aumento 

da disponibilidade de substratos para a lipogênese de novo, evidenciados pelo aumento do TG 

hepático e sérico, como também a ocorrência de esteatose hepática nos animais HSD, 

corroborando assim, com os resultados publicados por Steensels et al. (2020) (Steensels et al. 

2020). 
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Resumo 

A doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) é a manifestação hepática da síndrome 

metabólica (SM). A sua alta prevalência está relacionada diretamente ao alto consumo de alimentos 

ricos em carboidratos simples e/ou gorduras. A resistência insulínica (RI) periférica se destaca como 

um dos principais mecanismos fisiopatológicos da DHGNA, uma vez que a RI induz uma maior 

liberação ácidos graxos livres (AGL) pelo tecido adiposo branco, o que estimula a lipogênese hepática 

e, consequentemente as dislipidemias. Produtos naturais ricos em polifenóis tem se destacado como 

alternativa terapêutica para o tratamento dessas desordens metabólicas, inclusive devido ao seu 

potencial como modulador da microbiota intestinal. Nesse contexto, destaca-se a espécie vegetal 

Syzygium cumini, que apresenta alto teor de polifenóis. Em estudos do nosso grupo, foram observados 

resultados expressivos do extrato hidroalcoólico das folhas de S. cumini (EH) sobre o metabolismo 

energético de animais com obesidade e DM induzidos pelo L-glutamato monossódico (MSG). No 

entanto, há a ausência de trabalhos que avaliem o efeito desse extrato sobre modelos experimentais 

de SM que mais se assemelham aos humanos, que são os induzidos por dietas. Assim, este trabalho 

teve como objetivo investigar o efeito do EH sobre o metabolismo glico-lipídico e a microbiota 

intestinal de ratos alimentados com dieta rica em sacarose. Ratos Wistar foram alimentados com 

dietas padrão (CTR) ou rica em sacarose (HSD) por 17 semanas. Após esse período, os animais HSD 

foram divididos em 3 grupos: HSD tratado (v.o) com EH nas doses de 0,25 g/Kg (HSD+EH 0,25; 

n=7) ou 0,5 g/Kg (HSD+EH 0,50; n=7), e HSD (n=8) que recebeu apenas H2O (0,1 ml/kg). O 

tratamento foi realizado por 5 semanas. O peso corporal, consumo alimentar e índice de Lee (IL) 

foram avaliados durante o tratamento. Ao fim do tratamento, testes de tolerância a glicose (GTT) e 

insulina (ITT) foram realizados. O sangue foi coletado durante a eutanásia para determinação dos 

níveis séricos de glicose (GL), triglicerídeos (TG) e colesterol total (CT). A RI foi avaliada pelo 

cálculo dos índices HOMA1-IR e TyG. Para avaliação da DHGNA, a análise histológica do fígado 

foi feita através da coloração Oil Red O. Outras amostras de fígado foram coletadas para análise do 

conteúdo de glicogênio e da expressão proteica da AKT e GRP78. As amostras de fezes coletadas 

foram imediatamente armazenadas a -80 ºC e, posteriormente, utilizadas para extração do DNA 

genômico, amplificação e sequenciamento do gene 16S rRNA. O EH, nas duas doses, reduziu a GL 

em jejum do grupo HSD em torno de 20 (0,25) e 16 % (0,5), quando comparados aos animais HSD 

sem tratamento. Esse efeito foi corroborado com reduções de quase 7% (nas duas doses) do TyG, 

redução em torno de 56% do HOMA1-IR na dose de 0,5, redução dos níveis séricos de insulina em 

ambas as doses (35% e 58%, respectivamente) e atenuações das intolerâncias à GL e insulina nos 

animais tratados com EH. Sobre os lipídeos séricos, o extrato foi capaz de diminuir em torno de 40% 

os TG, nas duas doses avaliadas. Efeito corroborado com a reversão da DHGNA nos animais HSD 

que receberam o EH. No fígado, também houve aumentos do glicogênio hepático e das expressões 

proteicas da AKT e GRP78, principalmente nos animais HSD+EH0,5. Porém, o EH não foi capaz de 

modular a microbiota intestinal que foi totalmente modificada pela dieta rica em sacarose. Com esses 

resultados, confirma-se o uso tradicional dessa planta no controle da homeostase glicêmica. Além 

disso, demonstra-se, pela primeira vez, a capacidade do EH na reversão da hipertrigliceridemia e 

esteatose hepática em um modelo de SM semelhante a humana. Efeitos que podem estar relacionados 

as melhoras da sensibilidade insulínica e do estresse do retículo endoplasmático nesse órgão, 

principalmente através do aumento da GRP78. Entretanto, o mecanismo pelo qual o EH melhora 

esses parâmetros metabólicos não devem envolver a modulação da microbiota intestinal. Com isso, 

este estudo contribui para validação do uso das folhas de S. cumini como potencial fitoterápico para 

tratamento de desordens do metabolismo glico-lipídico.  

Palavras-chave: Syzygium cumini, DHGNA, hipertrigliceridemia, dieta rica em sacarose. 
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INTRODUÇÃO 

A doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) é decorrente do acúmulo de 

triglicerídos (TG) nos hepatócitos, resultante de um desequilíbrio entre o influxo de lipídios e 

os mecanismos de remoção, na ausência de infecções e ingestão de álcool. A prevalência 

mundial da DHGNA varia entre 8 e 45%. Na América do Norte e Europa a variação está entre 

25 a 34%, sendo mais prevalente no Oriente Médio e na América do Sul (Friedman et al. 2018). 

Acredita-se que uma vez instalada a esteatose, o fígado pode ficar mais suscetível a outras 

condições nocivas, como o estresse oxidativo, endotoxinas provenientes do intestino ou 

citocinas pró-inflamatórias (Byrne et al. 2009; Rafiei, Omidian, and Bandy 2019). A DHGNA 

também é reconhecida como uma das doenças que caracterizam o quadro de síndrome 

metabólica, em associação com a resistência insulínica, obesidade, dislipidemias e diabetes 

(Abenavoli et al. 2017). De acordo com estimativas associadas a prevalência global do diabetes 

(8,8%), acredita-se que a prevalência mundial de síndrome metabólica seja três vezes maior, ou 

seja, estima-se que mais de 1 bilhão de pessoas em todo o mundo sejam afetadas por essa 

síndrome (Saklayen 2018). 

O metabolismo lipídico hepático é regulado pela interação de diferentes fatores de 

transcrição e receptores nucleares, como também por genes envolvidos na lipogênese e na β-

oxidação de ácidos graxos. Qualquer interferência na delicada regulação dessas vias pode 

ocasionar a DHGNA (Bechmann et al. 2012; Rafiei, Omidian, and Bandy 2019). O acúmulo de 

TG no tecido adiposo branco (TAB) contribui para o surgimento de inflamação crônica local e, 

consequente, aumento de citocinas pró-inflamatórias. A presença dessas citocinas associadas 

ao estresse oxidativo, interfere na sinalização insulínica no TAB resultando em um quadro de 

resistência insulínica (RI) (Heymsfield and Wadden 2017b). Como consequências da RI tem-

se a maior liberação de ácidos graxos livres (AGL) pelo TAB e estímulo da lipogênese no 

fígado, o que favorece o aparecimento das dislipidemias (Taskinen and Borén 2015). Dietas 
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ricas em gorduras saturadas, carboidratos refinados e bebidas ricas em açúcares de adição são 

fatores contribuintes para a patogênese da DHGNA (Moore 2019). Estudo recente do nosso 

grupo demonstrou que o consumo da dieta rica em sacarose (HSD) por um período de 60 dias 

promoveu esteatose hepática microvesicular em camundongos (Flister et al. 2018). Resultado 

semelhante foi observado em estudo com ratos alimentados com a HSD por 20 semanas (Sousa 

et al. 2018). 

A disfunção do adipócito estimula o fígado a sintetizar mais TG, tanto pela maior 

captação de AGL da circulação, como pela síntese de novo de lipídeos em consequência da 

hiperinsulinemia provocada pela RI. Como resultado do maior acúmulo de gordura hepática, o 

fígado exportará maiores quantidades de TG na forma de VLDL, contribuindo, dessa forma, 

tanto para o desenvolvimento da DHGNA como da hipertrigliceridemia (Eslamparast, Tandon, 

and Raman 2017). Essas desordens do metabolismo lipídico associadas são fatores de risco 

direto para as doenças cardiovasculares, que são as principais causas de morte no mundo 

("Global, regional, and national age-sex specific all-cause and cause-specific mortality for 240 

causes of death, 1990-2013: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2013"  

2015). Dessa forma, a prevenção e o tratamento destas desordens, principalmente em indivíduos 

com obesidade e síndrome metabólica, são de extrema necessidade (Perdomo, Fruhbeck, and 

Escalada 2019). 

Nos últimos anos vem sendo estudado a interação entre as doenças do fígado e a 

microbiota intestinal. Essa interação, chamada de eixo intestino-fígado, envolve metabólitos 

específicos, como ácidos biliares (AB), lipopolissacarídeos (LPS) e ácidos graxos de cadeia 

curta (AGCC). O metabolismo de lipídios e carboidratos envolve diferentes tipos de bactérias 

e está associado a obesidade. Por esta razão, a microbiota intestinal e seus metabólitos podem 

regular muitas desordens relacionadas ao metabolismo energético, como a hiperlipidemia, 

arterosclerose, diabetes e inflamação (Rinaldi et al. 2021). Como alternativa terapêutica para o 
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tratamento dessas patologias, alimentos ricos em polifenóis e antioxidantes se mostram 

promissores em muitos estudos (Ulla et al. 2017). 

A biodisponibilidade dos polifenóis e seus produtos depende da ação de bactérias 

intestinais, pois estas são capazes de modificar a estrutura química dos polifenóis, convertendo-

os em metabólitos de baixo peso molecular e, portanto, de melhor absorção (Ozdal et al. 2016). 

Sabe-se, por exemplo, que bactérias do filo Firmicutes apresentam menos enzimas de 

degradação de glicanos do que Bacteroidetes. Dessa forma, a metabolização dos polifenóis 

varia de acordo com sua estrutura química e o filo bacteriano presente no momento da interação 

(Mahowald et al. 2009). Assim, essa interação entre a microbiota intestinal e os polifenóis 

produz diferentes compostos que podem modular a composição desta microbiota, 

principalmente pela inibição do crescimento de bactérias patogênicas. Além disso, os polifenóis 

e os produtos dessa interação também atuam como prebióticos, favorecendo assim, o 

crescimento de bactérias benéficas (Fandriks 2017). 

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonímia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia 

jambolana Lam.) é uma Myrtaceae originária da Ásia tropical e cultivada em vários países, 

inclusive no Brasil, onde é conhecida popularmente como jambolão, jamelão entre outros 

nomes. Vários compostos polifenólicos e antioxidantes como, flavonóides, ácidos fenólicos, 

taninos e terpenos se encontram presentes em diferentes partes desta planta (Chagas et al. 2015). 

Estudos farmacológicos têm demonstrado várias atividades biológicas do S. cumini como: anti-

hiperglicemiante (Kumar et al. 2013), cardioprotetor (Mastan et al. 2009) e antioxidante (Arun 

et al. 2011b; Sanches et al. 2016). Em 2009 o Ministério da Saúde a incluiu na Relação Nacional 

de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), reconhecendo o seu importante papel 

no contexto etnofarmacológico brasileiro(BRASIL 2009).  

O nosso grupo identificou a presença de vários polifenóis no extrato hidroalcoólico 

(HE) das folhas de S. cumini, destacando-se miricetina e seu derivados e galotaninos, o que 



137 
 

demonstra uma promissora ação antioxidante do EH (Sanches et al. 2016). Tanto nesse estudo, 

como em dois outros anteriores, foi comprovado que o tratamento com EH melhorou a ação 

periférica da insulina restabelecendo parâmetros insulino-glicolipídicos em ratos obesos MSG 

(Franca et al. 2019; Sanches et al. 2016) e com diabetes induzida por aloxana (Chagas et al. 

2018). Entretanto, não há estudos que avaliem o efeito desse EH sobre modelos de SM mais 

semelhante à humana, como a induzida por dietas enriquecidas por carboidratos simples. 

Portanto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o efeito do EH sobre o metabolismo glico-

lipídico e a microbiota intestinal de animais alimentados com dieta rica em sacarose. 

 

METODOLOGIA 

Material Botânico e Obtenção do Extrato Hidroalcoólico de S. cumini 

As folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels foram coletadas no Campus do Bacanga da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA), na cidade de São Luís, estado do Maranhão, 

Brasil. Uma exsicata da espécie vegetal foi registrada sob o número 4574 no Herbário “MAR 

– Herbário do Maranhão”.  

Após a coleta, ocorreu a secagem (40°C) e pulverização das folhas. O pó obtido foi 

macerado em solução hidroalcoólica (etanol 70%), na proporção de 1:6 (p/v), durante 3 dias 

com agitação constante e renovação do solvente a cada 24 hs dias. O material extraído filtrado 

e concentrado (45ºC) foi denominado extrato hidroalcóolico de Syzygium cumini (EH), o qual 

passou por liofilização, obtendo-se o EH em pó, que foi ressuspendido em água destilada, no 

momento do uso, para realização dos ensaios experimentais in vivo.  

 

Dieta rica em sacarose 

A ração rica em sacarose foi manufaturada a partir de modificações na metodologia 

proposta por Lima e cols. (2008) e planejada para possuir valores energéticos semelhantes à 
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ração padrão (isocalórica). Para isso, a ração padrão (Nuvital®, Nuvilab, Brasil) pulverizada 

(40%) foi misturada ao leite condensado (Moça® - Nestle) (40%), açúcar refinado (8,5%) e 

água até formar uma massa pastosa, apresentando uma composição final de macronutrientes 

demonstradas na tabela 1. Esta mistura foi manipulada para formar pellets semelhantes à ração 

padrão e dessecada em estufa (38 °C por 3 dias). Posteriormente, a ração produzida foi 

armazenada em geladeira por no máximo 10 dias.  

 

Tabela 1. Composição centesimal da dieta padrão e da dieta rica em sacarose 

Composição centesimal Dieta padrão Dieta rica em sacarose 

Carboidratos 55,4% 65% 

  Sacarose 10% 25% 

Proteínas 21% 12,3% 

Lipídeos 5,2% 4,3% 

Valor energético 352Kcal/100g 348Kcal/100g 

 

Indução da Obesidade e Tratamento Crônico com o EH 

Logo após o desmame (21 dias de vida), ratos machos da espécie Rattus norvergicus 

var. Wistar foram randomizados em 2 grupos: o primeiro alimentado com a ração padrão 

denominado grupo controle (CTR; n=6); o segundo alimentado com a dieta rica em sacarose 

(HSD; n=22) por um período de 17 semanas. Após esse período, os animais HSD foram 

randomizados em 3 novos grupos: animais mantidos com a dieta rica em sacarose (HSD; n=8) 

e animais mantidos com a dieta rica em sacarose e tratados (v.o) com extrato hidroalcoólico 

(EH) de S. cumini nas doses de 0,25 g/Kg (HSD + EH 0,25; n=7) ou 0,5 g/Kg (HSD +EH  0,50; 
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n=7) por um período de 5 semanas. Os animais CTR e HSD receberam H2O (0,1 ml/kg; v.o) 

pelo mesmo período. O desenvolvimento da obesidade foi avaliado, antes, durante e após o 

tratamento, pelo cálculo do Índice de Lee [(peso corporal (g)1/3/comprimento naso-anal (cm) x 

1000] (Bernardis and Patterson 1968). Durante todo o período de tratamento o consumo de 

ração e a avaliação do desenvolvimento ponderal foram realizados três vezes por semana.  

Todos os procedimentos realizados com animais estavam de acordo com o Comitê de 

Ética de Uso de Animais (CEUA-UFMA), os quais foram submetidos para análise e aprovados 

pelo CEUA-UFMA sob o número de processo 23115.016318/2016-96. 

 

Testes de tolerância a glicose (GTT) e insulina (ITT) e índice TyG 

Na semana anterior da eutanásia foram realizados os testes tolerância à glicose (GTT) e 

insulina (ITT). Para o GTT, após um jejum de 8 horas foi mensurada a glicemia dos animais 

pela cauda (glicosímetro Accuchek Active®) nos tempos 0 (basal) e 15, 30, 60, 120 min após 

um bolus de glicose (2 g/Kg; v.o.) O ITT foi realizado de forma semelhante, no entanto a 

glicemia do tempo zero foi realizado em estado pós-prandial e as outras após 15, 30, 45 e 60 

min após de uma dose de insulina (1 UI/g de peso; i.p.) (Rafacho et al. 2007). Para avaliação 

da resistência à insulina o índice TyG foi calculado a partir dos resultados da glicemia de jejum 

e níveis séricos de triglicerídeos (Guerrero-Romero et al. 2010).  

 

Avaliações Séricas  

Antes, durante e ao final do tratamento, os animais foram submetidos a uma restrição 

alimentar de 10 a 12 horas para coleta de sangue da cauda. Após coagulação, o sangue foi 

centrifugado a 3500 rpm por 5 min para obtenção do soro, o qual foi utilizado para a 

determinação das concentrações de triglicerídeos e colesterol total, por métodos 
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espectrofotométricos utilizando kits laboratoriais. A glicemia foi avaliada pela cauda por meio 

de tiras e glicosímetro (Accuchek Active®).  

 

Coleta e análise morfométrica 

No período determinado (05 meses), os animais foram anestesiados com cetamina e 

xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, via intraperitoneal) e foram realizadas coletas de 

sangue via artéria mesentérica. Em seguida, eles foram decapitados para a realização da 

tricotomia da região dorsolateral da cabeça até a exposição da sutura lambdóide da calota 

craniana. A seguir, foam craniotomizados para retirada do cérebro e isolamento do núcleo do 

trato solitário (NTS). Por fim, foram laparotomizados para a retirada dos coxins adiposos 

(gordura periepididimal, retroperitoneal, mesentérico e marrom), fígado, pâncreas e músculos 

sóleo e gastrocnêmio que foram lavados com solução salina, dessecados e pesados (Moon et al. 

2013). Todas as amostras foram conservadas e armazenadas (-80 C) para futuras análises de 

expressão gênica e proteica. As carcaças dos animais sacrificados foram prontamente 

identificadas e refrigeradas (-20°C) sendo encaminhadas, no dia seguinte, ao Biotério Central 

da UFMA para o correto descarte. 

 

Histologia e glicogênio hepático 

 As amostras de fígado foram incluídas no composto Tissue-Tek OCT (Sakura Finetek, 

EUA) e congeladas rapidamente em uma mistura de gelo seco e 2-metilpentano (Fisher 

Scientific, EUA). Cortes de fígado com 10 µm de espessura foram fixados em formol a 10% e 

corados com Oil Red O (Sigma-Aldrich, EUA). Essas seções foram analisadas por dois 

pesquisadores de uma maneira cega independente para determinar o escore NAFLD / NASH 

para o grau de esteato-hepatite, de acordo com os critérios definidos previamente (Kleiner et al. 

2005). As lâminas foram digitalizadas usando um microscópio Olympus BX53 (Olympus 
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America, EUA), e as imagens digitais de alta resolução foram capturadas em um computador 

com ampliações de alta potência (X4 ou X20). 

 Para determinação do glicogênio hepático foi realizado o protocolo Hassid and Abraham 

(1957) com algumas modificações. Amostras (250 mg) de fígado foram colocadas em tubos 

contendo 1 ml de KOH 30% e fervidas (100 oC) por 1 h para completa homogeneização. Em 

seguida, em cada tubo foi adicionado 100 µl de NaSO4 50% e 3,5 ml de etanol (70%) e, então, 

fervido (100 oC, 15 min) para precipitação do glicogênio. As amostras foram centrifugadas a 

1000 rpm (20 min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em água quente. 

Em 5 µl dessa ressuspensão foi adicionado 445 µl de H2Odd e 1 ml da antrona 0,2% em H2SO4. 

Essa mistura foi aquecida (100 oC, 15 min) e o conteúdo de glicogênio mensurado por 

espectrofotometria (650 nm).  

 

Expressão proteica por western blotting 

 Amostras de fígado foram homogeneizadas com tampão de lise contendo inibidores de 

proteases (1 µg/ml aprotinina, 1 µg/ml leupeptina e 10 mM PMSF) e fosfatases (2 mM 

ortavanato de sódio, 10 mM pirofosfato de sódio e 10 mM β-glicerolfosfato). 30 µg de proteína 

de cada amostra foi diluída com tampão de amostra Laemmli e carregado em gel SDS-PAGE 

para separação proteica. Após a separação, as proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose. Para detecção das proteínas de interesse, as membranas foram incubadas 

overnight com os seguintes anticorpos primários: anti-Akt (Cell Signaling, USA, Cat. #9272) e 

anti-GRP78 (Enzo Life Sciences, USA, Cat. #ADI-SPA-827). Em seguida, foi realizado a 

incubação por 1 h (temperatura ambiente) com os anticorpos secundários conjugados a 

peroxidase. A revelação das proteínas foi feita por quimioluminescência utilizando kit 

SuperSignalTM (Thermo Scientific, USA, Cat. #34577). 
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Extração de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNA para avaliação da microbiota intestinal 

 Ao final do tratamento com o EH, amostras de fezes foram coletadas e imediatamente 

estocadas em freezer a -80 ºC e, subsequentemente, usadas para a extração de DNA genômico, 

amplificação e sequenciamento do gene bacteriano 16S rRNA. O DNA genômico foi extraído 

e a amplificação da região V3 do gene 16S rRNA foi realizada conforme descrito anteriormente 

(Bartram et al. 2011; Whelan et al. 2014). Resumidamente, cada pellet fecal foi homogeneizado 

mecanicamente e lisado enzimaticamente antes da extração de DNA com fenol-clorofórmio-

isoamil. A amplificação da região V3V4 foi realizada usando primers reversos adaptados a um 

barcode. Cada reação continha 5 pmol de primer, 200 mM de dNTPs, 1,5ul 50 mM MgCl2, 2 

μl de 10 mg / ml de soro albumina bovina (irradiado com um transiluminador para eliminar 

DNA contaminante) e 0,25ul de Taq polimerase (Life Technologies, Canadá) para um volume 

total de reação de 50 μl. Os produtos de PCR foram purificados por eletroforese em gel e 

subsequentemente sequenciado usando a plataforma Illumina MiSeq (2x150bp) no Farncombe 

Genomics Facility (McMaster University, Hamilton ON, Canadá). 

 

Análise do sequenciamento do gene 16S rRNA 

 Os arquivos FASTQ resultantes foram processados usando um pipeline interno 

personalizado (Whelan et al. 2014). Os reads que excederam o comprimento da região 16S 

rRNA V3 foram cortadas usando Cutadapt (Martin 2011), e os reads emparelhados foram 

alinhadas usando PANDASeq (Masella et al. 2012). Amplicons de sequências variantes (ASVs) 

foram geradas usando DADA2 (Callahan et al. 2016a) e taxonomia foi atribuída usando o RDP 

Classifier (Ribosomal Database Project, RRID: SCR_006633) contra o banco de dados de 

referência Silva 132. ASVs não bacterianos foram removidos por taxa de exclusão pertencentes 

ao reino Eukaryota, um filo desconhecido, ou a família Mitocôndria. 
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 A análise dos dados de sequenciamento foi realizada em R (Projeto R para Computação 

Estatística, RRID: SCR_001905). Medidas de alfa diversidade dos dados ASV rarefeitos foram 

calculadas usando o índice de diversidade de Shannon (phyloseq, RRID: SCR_013080) e 

analisadas por modelo linear misto com tratamento (HFCS vs controle) e dia (3 semanas vs 6 

semanas) como efeitos fixos e ID de camundongo como um efeito aleatório. A beta diversidade 

de contagens de ASV normalizadas (soma total escalonada) foi calculada usando a métrica de 

dissimilaridade Bray Curtis e visualizada através da ordenação da Análise das Principais 

Coordenadas (PCoA) (ggplot2, RRID: SCR_014601). As diferenças de toda a comunidade 

entre os grupos foram analisadas usando análise de variância multivariada permutacional 

(PERMANOVA) e o comando adonis (vegan; RRID: SCR_011950). DESeq2 (RRID: 

SCR_015687) foi usado para identificar gêneros que diferiam significativamente entre os 

grupos (limite de significância definido como um valor p <0,01 após o ajuste para testes 

múltiplos via implementação DESeq2 do procedimento de ajuste de testes múltiplos de 

Benjamini-Hochberg) e visualizado usando ggplot2. 

 

Análise estatística dos resultados 

 Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias. A análise dos 

dados dos experimentos foi realizada por meio dos testes estatísticos paramétricos (teste t de 

Student não pareado e unicaudal e análise de variância – ANOVA pós-teste Newman Keuls). 

As diferenças foram significativas quando p ≤ 0,05.  
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RESULTADOS 

Evolução ponderal e consumo energético dos animais ao final do tratamento com o EH 

Os animais HSD tratados com o EH na dose de 0,5g/Kg apresentaram uma redução de 

peso significativa a partir da segunda semana tratamento em relação aos grupos CTR (CTR vs. 

HSD + EH 0,50 = 442 ± 13,2g vs. 389 ± 16,5 g) e HSD (HSD vs. HSD + EH 0,50 = 449 ± 6,8g 

vs. 389 ± 16,5g), sendo mantida esta diferença até a última semana de tratamento (CTR vs. 

HSD + EH 0,50 = 451 ± 15,8g vs. 398 ± 18,2g; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 463 ± 8,7g vs. 398 

± 18,2g). Durante o período de tratamento com o EH, os grupos tratados apresentaram uma 

redução no consumo energético a partir da segunda semana em relação aos grupos CTR (CTR 

vs. HSD + EH 0,25 = 19,74 ± 1,07 vs. 12,10 ± 1,64; CTR vs. HSD + EH 0,50 = 19,74 ± 1,07 

vs 10,54 ± 1,01) e HSD (HSD vs. HSD + EH 0,25 = 16,12 ± 0,83 vs. 12,10 ± 1,64; HSD vs. 

EH 0,50 = 16,12 ± 0,83 vs. 10,54 ± 1,01). No entanto, ao final do tratamento essa redução do 

consumo energético nos grupos tratados permaneceu diferente apenas em relação ao grupo CTR 

(CTR vs. HSD + EH 0,25 = 18,60 ± 1,23 vs. 15,04 ± 1,66; CTR vs. HSD + EH 0,50 = 18,60 ± 

1,23 vs 14,49 ± 2,49). Com relação ao Índice de Lee durante o período de tratamento com o 

EH, o grupo HSD + EH 0,50 apresentou valores menores quando comparados aos grupos CTR 

(HSD+ EH 0,50 vs. CTR = 300,9 ± 3,33 vs 307,9 ± 4,34g1/3/cm-1), HSD (HSD+ EH 0,50 vs. 

HSD = 300,9 ± 3,33 vs 307,7 ± 2,35 g1/3/cm-1) e HSD + EH 0,25 (HSD+ EH 0,50 vs. HSD + 

EH 0,25 = 300,9 ± 3,33 vs 308,0 ± 6,25 g1/3/cm-1) (Figura 1). 
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Figura 1. Parâmetros morfométricos durante o tratamento com o EH. A. Peso dos animais em gramas (g) durante o 

período de 5 semanas de tratamento com o EH. B. Consumo energético dos animais durante o tratamento com o EH. C. 

Índice de Lee (IL) (g1/3/cm-1). One-way ANOVA (Newman Keuls). a (HSD + EH 0,50 vs CTR). b (HSD + EH 0,50 vs HSD). 
c (HSD + EH 0,50 vs HSD + EH 0,25). 

 

 

O tratamento com o EH melhora o metabolismo glico-lipídico dos animais HSD 

Ao final do período de tratamento com o EH foram observadas diferenças significativas 

quanto aos níveis de glicemia de jejum entre os grupos CTR e HSD (CTR vs. HSD = 77,83 ± 

4,02 vs. 96,88 ± 5,83 mg/dL), como também foram observadas diferenças entre os grupos 

tratados com o EH em relação ao grupo HSD (HSD vs. HSD + EH 0,25 = 96,88 ± 5,83 vs. 

77,43 ± 4,30 mg/dL; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 96,88 ± 5,83 vs. 80,43 ± 3,69 mg/dL) (Fig. 2 

A) Os níveis glicêmicos pós-prandiais foram significativamente mais elevados nos animais 
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HSD em comparação ao grupo CTR (CTR vs. HSD = 109 ± 6,53 vs. 131,1 ± 5,95 mg/dL) (Fig. 

2 D). 

Com relação à avaliação da intolerância à glicose e a sensibilidade à insulina, ao final 

do tratamento com o EH nas duas doses avaliadas, a análise da área sob a curva, tanto do GTT 

(p=0,0133) (Fig. 2 B e C) quanto do ITT (p=0,0440) (Fig. E e F) mostraram uma diferença 

entre os grupos CTR e HSD, como também a capacidade do EH em atenuar as intolerâncias a 

glicose e a insulina dos animais HSD tratados. O índice TyG nos animais do grupo HSD (9,09 

± 0,14) foi maior em comparação aos animais do grupo CTR (8,03 ± 0,11). Entretanto, nos 

animais dos grupos tratados com o EH (HSD + EH 0,25 = 8,48 ± 0,13; HSD + EH  0,50 = 8,46 

± 0,21) esse índice foi menor em comparação aos animais do grupo HSD (9,09 ± 0,14) (Fig. 2 

G). Esse resultado é corroborado pelo dado do índice HOMA1-IR, que mostra que os animais 

HSD tratados com o EH na dose de 0,5g/Kg (1,64 ± 0,21) tiveram a sua sensibilidade periférica 

a insulina restabelecida a níveis bem semelhantes ao dos animais do grupo controle (1,36 ± 

0,40) (Fig. 2 H).  Além disso, o EH também foi capaz de reduzir os níveis séricos de insulina 

dos animais HSD tratados em ambas as doses (~35% no grupo HSD + 0,25 e ~58% no grupo 

HSD + 0,50) (Fig.2 I).  

Os níveis séricos de colesterol não foram diferentes entre os grupos, permanecendo 

inalterado até o final do tratamento (Fig. 2 J). No entanto, observamos aumento dos níveis 

séricos de TG a partir de 90 dias de indução da obesidade em animais alimentados com a dieta 

rica em sacarose (CTR vs. HSD = 117,4 ± 13,22 vs. 248,3 ± 14,21 mg/dL), sendo que essas 

diferenças permaneceram até o final do período de indução (CTR vs. HSD = 81,80 ± 8,60 vs. 

192,1 ± 20,86 mg/dL). Ao final do tratamento, os animais que receberam o EH apresentaram 

níveis séricos de triglicerídeos reduzidos em comparação aos animais do grupo HSD (HSD vs. 
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HSD + EH 0,25 = 200,7 ± 21,99 vs. 118,1 ± 9,25 mg/dL; HSD vs. HSD + EH 0,50 = 200,7 ± 

21,99 vs. 108,9 ± 13,47 mg/dL) (Fig. 2 K). 

 

 

Figura 2.  Avaliação da resistência insulínica e perfil bioquímico. A. Níveis glicêmicos pré-prandiais durante 

o período de tratamento com o EH. B. Níveis de glicose no sangue durante o teste de tolerância a glicose 

(GTT). C. Área sob a curva (AUC) dos níveis de glicose no sangue durante o GTT. D. Níveis glicêmicos pós-

prandiais durante o período de tratamento com o EH. E. Níveis de glicose no sangue durante o teste de 

tolerância a insulina (ITT). F. Área sob a curva (AUC) dos níveis de glicose no sangue durante o ITT. G. 

Índice TyG. H. HOMA1-IR. I. Níveis de insulina em jejum. J. Níveis séricos de triglicerídeos. K. Níveis 

séricos de colesterol avaliados em ratos CTR, HSD e tratados com o EH após o período de 5 semanas. Os 

valores representam média ± epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). a p < 0.05 comparado ao CTR, b p < 

0.05 comparado ao HSD.   

 

O tratamento com o EH reverte a esteatose hepática nos animais HSD 

A análise microscópica das amostras de fígado mostrou a presença de esteatose hepática 

nos animais HSD em comparação com os animais do grupo CTR. Não foi observado a presença 
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de ballooning ou inflamação. Entretanto, nos dois grupos de animais tratados com o EH, o 

acúmulo de lipídios nos hepatócitos foi reduzido em comparação do grupo HSD, não sendo, 

portanto, caracterizada a presença de esteatose hepática (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análise histológica do fígado após o tratamento com o EH. Secções de amostras de fígado coradas 

com Oil Red para a visualização de droplets de lipídios, morfologia de hepatócitos, score para esteatose, 

ballooning e inflamação avaliados em ratos do grupo CTR (n=6), HSD (n=8), HSD+0,25EH (n=7) e 

HSD+0,50EH (n=7). Os valores representam média ± epm. One-way ANOVA (Newman Keuls). 
a
 p < 0.05 

comparado ao CTR, 
b
 p < 0.05 comparado ao HSD.   
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O tratamento com o EH melhora o conteúdo hepático de glicogênio e promove o aumento da 

expressão proteica da AKT e GRP78 no fígado  

 

O conteúdo de glicogênio hepático é um importante preditor de resistência insulínica no 

fígado, ou seja, em um processo de resistência insulina hepática a biossíntese de glicogênio é 

reduzida. Foi observado que o conteúdo de glicogênio hepático dos animais HSD foi reduzido 

em comparação aos animais do grupo CTR. Em contrapartida, os animais tratados com o EH 

apresentaram um aumento do conteúdo de glicogênio hepático em comparação com os animais 

do grupo HSD (Figura 4A). Para investigar a via de sinalização insulínica no fígado, avaliamos 

a expressão da proteína AKT, pois esta participa da cascata de sinalização insulínica que 

promove a translocação de transportadores GLUT 4 para a membrana da célula e, assim, a 

captação de glicose em tecidos periféricos. Foi observado que nos animais HSD a expressão da 

Akt foi reduzida em 47,19 % quando comparado aos animais do grupo CTR. O tratamento com 

o EH nas duas doses, aumentou a expressão da AKT nos animais HSD em 69,27 % e 88,26 %, 

respectivamente (Figura 4B). A correta sinalização insulínica hepática contribui também para 

a homeostase do retículo endoplasmático (RE), pois já está bem evidenciado a associação entre 

o estresse do RE e a doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA). Dessa forma, 

avaliamos a expressão da chaperona GRP78, uma das proteínas mais bem caracterizadas e 

associadas a manutenção da homeostasia do RE. Os animais HSD apresentaram uma redução 

da GRP78 em 50% quando comparado aos animais do grupo CTR. O tratamento com o EH na 

dose de 0,50g/Kg aumentou a expressão da GRP78 nos animais HSD em 78,97% (Figura 4C). 

 

 

 

 



150 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Avaliação de marcadores da sinalização insulínica hepática e do estresse do retículo endoplasmático. A. Nível 

de glicogênio hepático dos animais dos grupos controle (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados 

com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). B. Efeito do tratamento com o EH na expressão da AKT no fígado de animais dos 

grupos (CTR), alimentados com dieta rica em sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). C. Efeito do 

tratamento com o EH na expressão da GRP78 no fígado de animais dos grupos (CTR), alimentados com dieta rica em 

sacarose (HSD) e tratados com o EH (HSD+0,25; HSD+0,50). As barras representam média ± epm. One-way ANOVA 

(Newman Keuls). 
a
 p < 0.05 comparado ao CTR, 

b
 p < 0.05 comparado ao HSD.   

 

O EH não afeta a diversidade microbiana de animais HSD 

 A análise da abundância relativa de espécies bacterianas mostrou que o consumo de uma 

dieta rica em sacarose foi capaz de modificar a composição da microbiota intestinal dos 

animais. A análise ao nível de filo mostrou que a dieta HSD aumentou a proporção de espécies 

do filo firmicutes. Esse dado é caracterizado pelo aumento na abundância relativa de espécies 

bacterianas do gênero Blautia, pertencente a esse filo. A mesma análise mostrou que não houve 

diferença quanto à abundância relativa de espécies dos grupos tratados com o EH, quando 

comparados ao grupo HSD (Fig. 5A). 
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Para avaliar se a dieta HSD modificou a diversidade microbiana e se o tratamento com 

o extrato de S. cumini poderia alterar esse parâmetro, foram calculados os índices de α (alfa) e 

β (beta) diversidade. Observamos que a dieta reduziu a diversidade de espécies no grupo HSD 

em relação ao grupo CTR de acordo com o índice de Shannon. Porém, nenhuma diferença 

quanto ao número de espécies foi observada nos grupos HSD tratados com o EH, em ambas as 

doses, quando comparado ao grupo HSD (Fig. 5B).  

A Análise multivariada permutacional de variância não-paramétrica (PERMANOVA) 

para a matriz de Bray Curtis, revelou diferenças entre o grupo CTR, o grupo HSD e os grupos 

tratados com o EH (R2 = 0,29091, p = 0.001, PERMANOVA). Porém, ao avaliar o efeito do 

tratamento com o EH nos animais HSD (HSD+0,25 e HSD+0,50), nas duas doses, nenhuma 

diferença em relação à β-diversidade foi observada em comparação ao grupo HSD (R2 = 

0,08161, p = 0.537, PERMANOVA). Além disso, a beta diversidade calculada pelo índice de 

Bray Curtis mostrou que os animais CTR e HSD separam-se claramente formando grupos 

específicos dentro da Análise das Principais Coordenadas (PCoA) (Fig. 5C). Particularmente, 

a distribuição dos animais ao longo do eixo PC1 reflete a diferença no perfil da microbiota 

intestinal entre os grupos CTR e HSD, respondendo por 37% da variação entre eles. Entretanto, 

embora existam diferenças na proporção relativa de alguns grupos bacterianos identificados, a 

beta diversidade permaneceu similar entre os animais do grupo HSD e os animais dos grupos 

HSD tratados com o EH nas duas doses (HSD+0,25 e HSD+0,50). Dessa forma, esse dado 

confirma a capacidade da dieta HSD em modificar a composição da microbiota intestinal e, 

também de que o EH não teve qualquer efeito sobre a composição da mesma. 
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Figura 5. Avaliação do efeito do EH sobre a microbiota intestinal. Abundância relativa dos 25 gêneros 

mais abundantes (A) Alfa diversidade calculada pelo Índice de Shannon (B). Análise das principais 

coordenadas (PCoA) usando o índice de dissimilaridade de Bray Curtis (C) avaliados nos animais 

alimentados com a dieta padrão (CTR, n=6), com a dieta rica em sacarose (HSD, n=8), animais 

alimentados com a dieta rica em sacarose e tratados com o EH nas doses de 0,25g/Kg (HSD+0,25, n=7) 

e 0,50g/Kg (HSD+0,50, n=7) após o período de 5 semanas. A análise estatística para o cálculo da β-

diversidade entre os grupos foi realizada pelo teste de Análise multivariada permutacional de variância 

não-paramétrico (PERMANOVA, 999 Monte Carlo permutations). 
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DISCUSSÃO 

Neste estudo avaliamos o efeito do tratamento por 5 semanas com extrato hidroalcoólico 

(EH) das folhas de Syzygium cumini sobre ratos dislipidêmicos e com esteatose hepática 

induzida por uma dieta rica em sacarose (HSD). Ratos Wistar HSD tratados com o EH 

apresentaram glicemias de jejum menores quando comparados aos animais HSD. Isso 

demonstra a capacidade do EH em reverter hiperglicemia desses animais. Esse efeito foi 

corroborado pela melhora das intolerâncias à glicose e insulina e normalização dos índices TyG 

e HOMA1-IR, como também a redução dos níveis séricos de insulina nos animais HSD tratados 

com o EH.  

Esses resultados estão de acordo com estudos anteriores do nosso grupo em que o efeito 

desse EH sobre o perfil glicêmico e sensibilidade a insulina foram avaliados em ratos obesos 

induzidos pelo MSG. Por exemplo, França et al. (2019) demonstraram que ratos obesos MSG 

tratados por 8 semanas com o EH nas doses de 0,5 e 1,0g/Kg/dia apresentaram uma redução 

significativa nos níveis glicêmicos de jejum quando comparados aos animais não tratados 

(Franca et al. 2019). O EH também melhorou a intolerância à glicose e a sensibilidade à insulina 

em outro estudo com ratos obesos-MSG (Sanches et al. 2016). Embora esses resultados sejam 

semelhantes ao de outros estudos, o nosso trabalho é o primeiro a avaliar o efeito do EH das 

folhas sobre parâmetros metabólicos de animais alimentados com dieta rica em sacarose. 

Efeitos anti-hiperglicemiante e de melhora da sensibilidade insulínica já foram 

observados em modelos diabetes experimental tratados com várias partes da planta. Baldissera 

et al. (2016) demonstraram que ratos com diabetes induzida por dieta rica em gordura e 

estreptozotocina (STZ) tratados com o extrato hidroalcoólico bruto das folhas de S. cumini por 

6 semanas apresentaram redução nos níveis glicêmicos quando comparados aos níveis 

glicêmicos dos animais diabéticos (Baldissera et al. 2016). Resultados semelhantes foram 

encontrados em ratos diabéticos STZ tratados (500 mg/kg) por 21 dias com vários extratos da 
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casca (Tripathi and Kohli 2014). Além disso, a suplementação (8 semanas) com 2,5% do pó 

das sementes na dieta de ratos alimentados com dieta rica em gordura (DRG) restabeleceu a 

tolerância à glicose, a sensibilidade a insulina, assim como, a insulinemia dos animais (Ulla et 

al. 2017).  

Uma possível explicação para o efeito anti-hiperglicêmico do EH está associada ao seu 

potencial antioxidante através do sequestro de radicais livres como já demonstrado pelo nosso 

grupo(Chagas et al. 2018; Sanches et al. 2016). Essa ação pode aumentar a sensibilidade 

insulínica em órgãos periféricos como, TAB, fígado e músculo esquelético, restabelecendo, 

dessa forma, os níveis glicêmicos na circulação (Tzeng, Liou, and Liu 2011). Além disso, uma 

maior da atividade antioxidante aumenta a proteção das células beta do pâncreas contra a morte 

celular induzida por citocinas pró-inflamatórias, favorecendo a adequada secreção de insulina 

(Ding et al. 2012). Acredita-se que os efeitos citados acima estejam associados à presença de 

polifenóis como a miricetina e seus derivados (Baldissera et al. 2016; Choi et al. 2014; Sanches 

et al. 2016). 

 De acordo com os índices TyG e HOMA1-IR, os animais alimentados com HSD 

apresentaram resistência insulínica, sendo que o EH nas duas doses restabeleceu a sensibilidade 

insulínica dos animais HSD. Esse dado está de acordo com a melhora da intolerância a glicose 

e a insulina promovida pelo extrato nas duas doses avaliadas. Essa melhora da sensibilidade a 

insulina nos animais HSD tratados com o extrato é corroborado pela diminuição dos níveis de 

TG nesses animais. 

A hipertrigliceridemia é um fator de risco direto para doenças cardiovasculares 

(Nordestgaard and Varbo 2014). Como era de se esperar, os níveis de TG dos animais HSD se 

mostraram elevados a partir de 90 dias de consumo da dieta e permanecendo elevado até o final 

do período de indução de obesidade. Em estudos anteriores do nosso grupo foram observadas 

elevações das concentrações séricas de TG em animais alimentados com a dieta rica em 
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sacarose bem antes do aumento da glicemia (Pinto, Melo, Flister, Franca, et al. 2016; Sousa et 

al. 2018). Portanto, a hipertrigliceridemia tem sido a primeira e mais presente alteração 

promovida por este tipo de dieta. Em nosso estudo, após o período de 5 semanas de tratamento 

com o EH, observou-se que o extrato foi capaz de reduzir a hipertrigliceridemia dos animais 

HDS nas duas doses testadas. 

Esse resultado é corroborado por dados anteriores do nosso grupo em que ratos obesos-

MSG hipertrigliceridêmicos apresentaram uma redução significativa dos TG após o tratamento 

com o EH nas doses de 0,5 e 1,0 g/kg (Franca et al. 2019; Sanches et al. 2016). Assim, este 

trabalho demonstra que uma dose de 0,25 g/kg do EH pode ser capaz de ter efeitos semelhantes 

sobre esse lipídeo sanguíneo como as maiores (0,5 e 1,0 g/kg) já testadas. Com relação a 

atividade anti-hipertrigliceridêmica do extrato, França et al. (2019) sugerem que esse efeito 

esteja associado a capacidade dele em inibir a expressão e atividade da via XBP-1s/PDI/MTP, 

reduzindo, assim, a incorporação e exportação de triglicerídeos através das partículas de VLDL 

(Franca et al. 2019).  

Schoenfelder et al. (2008) realizaram um tratamento agudo com o extrato hidroalcoólico 

bruto das folhas de S. cumini em animais com diabetes induzida por aloxana e observaram que 

houve redução significativa dos TG séricos. Os autores também observaram que os melhores 

resultados foram apresentados pelas doses de 0,125 g/Kg e 0,5 g/Kg (Schoenfelder et al. 2010). 

Resultados semelhantes foram demonstrados em outro estudo em animais com diabetes 

induzida por DRG e STZ (Baldissera et al. 2016). Outros estudos que usaram o extrato das 

sementes em animais diabéticos STZ (Ravi, Rajasekaran, and Subramanian 2005b; Sharma, 

Balomajumder, and Roy 2008a) ou adicionaram o pó das sementes a dieta de animais com 

obesidade induzida por dieta rica em açúcar e gordura (Ulla et al. 2017) também demonstraram 

o efeito anti-hipertrigliceridêmico de S. cumini.  
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A hipertrigliceridemia é consequência direta do maior aporte e síntese de gordura 

hepática (Perdomo, Fruhbeck, and Escalada 2019). Como demonstrado em trabalho do grupo 

em camundongos, a HSD é capaz de induzir DHGNA nos animais a partir de 8 semanas de 

exposição (Flister et al. 2018). Corroborando com esse dado, os ratos HSD deste trabalho 

apresentaram DHGNA e o tratamento com EH nas duas doses foi capaz de inibir o aparecimento 

dessa patologia. França et al. (2019) demonstraram que o tratamento de ratos obesos-MSG com 

o EH foi capaz de reverter a esteatose hepática desses animais. No entanto, o tempo de 

tratamento utilizado neste estudo foi de 8 semanas com doses de EH de 0,5 e 1,0 g/kg (Franca 

et al. 2019).  

Como apresentado por Chagas et al. (2015), há vários compostos fenólicos identificados 

no S. cumini que podem melhorar distúrbios metabólicos como a esteatose hepática (Chagas et 

al. 2015). Efeito observado em ratos obesos com DHGNA tratados tanto com o extrato bruto 

das folhas (Franca et al. 2019) como com o pó das sementes (Ulla et al. 2017) de S. cumini. 

Outros extratos ricos em polifenóis também reduzem o acúmulo de gordura hepática tanto em 

animais como em humanos. Por exemplo, o tratamento de camundongos com 200 mg/Kg de 

extrato de cereja rico em polifenóis por 15 semanas reduziu o acúmulo de lipídios no fígado de 

animais alimentados com DRG. Em outro estudo, pacientes com obesidade e DHGNA que 

receberam cápsulas contendo 450 mg do extrato de Hibiscus sabdariffa L., constituído por 

flavonoides, antocianinas e ácido fenólico,  apresentaram redução em vários parâmetros metabólicos, 

entre eles, redução do acúmulo de gordura hepática (Chang et al. 2014).  

A RI é um dos principais fatores que contribuem para o acúmulo de gordura nos hepatócitos 

(Brown and Goldstein 2008). O estoque de glicogênio no fígado é um indicativo de sensibilidade 

insulínica neste órgão, uma vez que a insulina induz a síntese e a RI favorece a quebra e, 

consequentemente, diminuição desse polissacarídeo (Petersen, Vatner, and Shulman 2017). Neste 
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trabalho, o consumo de dieta com 25% de sacarose promoveu redução do conteúdo de glicogênio 

hepático, que foi atenuado pelo tratamento com o EH nas duas doses avaliadas.  

Existem poucos estudos que avaliaram o efeito de extratos ricos em polifenóis sobre o 

conteúdo hepático de glicogênio. Dentre os trabalhos, destaca-se o de Kumarappan et al. (2012), que 

observaram redução do glicogênio no fígado de ratos diabéticos induzidos por STZ após o 

tratamento por seis semanas com o extrato das folhas de Ichnocarpus frutescens (300 mg/kg). Em 

outro trabalho, Gandhi et al. (2014) constataram que o tratamento (200 e 400 mg/kg) por 30 dias 

com o extrato metanólico dos feijões de Cyamopsis tetragonoloba diminuíram o conteúdo de 

glicogênio hepático de ratos diabéticos induzidos por STZ e DRG de forma dose dependente. 

Ademais, o EH pode estar agindo sobre o metabolismo hepático do glicogênio através do seu 

principal composto, a miricetina (Sanches et al. 2016), visto que esse polifenol aumenta a síntese de 

glicogênio em hepatócitos isolados de ratos STZ de uma maneira dependente da concentração (0,01 

a 10,0 µmol/L) (Liu et al. 2005). A miricetina também foi capaz de aumentar o conteúdo hepático 

de glicogênio de ratos STZ após dois dias de tratamento (3 mg/ 12 h, via intraperitoneal). Efeito que 

foi explicado pela maior atividade do glicogênio sintase I no fígado desses animais diabéticos (Ong 

and Khoo 2000). 

Na sinalização insulínica, a via da PI3K/AKT é o principal downstream responsável 

pela maioria dos efeitos metabólicos promovidos por esse hormônio. No fígado, a ativação 

dessa via diminui a gliconeogênese, aumenta a síntese de glicogênio e induz síntese de TG, 

sendo a hiperinsulinemia um dos principais responsáveis pela lipogênese de novo no hepatócito 

(Chao et al. 2019). Neste estudo, os animais HSD apresentaram uma redução na expressão da 

AKT no fígado, a qual foi revertida pelo tratamento com o EH nas duas doses. A redução da 

expressão da AKT corrobora com a diminuição da síntese de glicogênio hepático, evidenciando 

uma possível RI hepática nos animais HSD. Ao mesmo tempo, o aumento da expressão da Akt 

promovida pelo EH indica melhora na sinalização insulínica hepática desses animais. 
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Não há estudos que avaliem o efeito de extratos ricos em polifenóis sobre a expressão 

da AKT hepática de animais alimentados apenas com dietas ricas em açúcares. Todavia, a ação 

desse fitocomplexo de várias espécies vegetais já foi descrita em outros modelos de SM 

experimental. Por exemplo, extratos polifenólicos da semente (Rameshrad et al. 2019) e da 

casca (Santos et al. 2017) da uva (Vitis vinifera) foram capazes de melhorar a sinalização da 

AKT hepática em animais com SM induzida por bisfenol A e DRG, respectivamente. Ademais, 

outros vegetais ricos em polifenóis além de aumentarem a atividade da via da AKT, também 

promovem redução da esteatose hepática. Isso foi observado em ratos obesos Zucker 

suplementados (4% por 7 semanas) com Opuntia ficus (Moran-Ramos et al. 2012) e em 

camundongos alimentados com dieta rica em frutose e gordura e tratados com extrato etanólico 

de frutas vermelhas da região norte (ex: amora-preta, arando-vermelho e acerola alpina) (Anhe 

et al. 2018).  

Dentre os polifenóis do EH, também se destaca a ação da miricetina, que apesar de não 

haver estudos que avaliem o seu efeito na via da AKT hepática, há outros que demonstram que 

a administração intraperitoneal (1,0 mg/kg, 3x ao dia) desse flavonoide por 14 dias aumentou a 

expressão tanto da AKT total como do GLUT 4 no músculo sóleo de ratos alimentados por 6 

semanas com dieta enriquecida com 60% de frutose (Liu et al. 2007; Tzeng, Liou, and Liu 

2011). Efeito que foi explicado pelo aumento da produção β-endorfina nesses animais tratados 

com a miricetina (Tzeng, Liou, and Liu 2011). 

O acúmulo de gordura no fígado favorece a ativação do estresse do retículo 

endoplasmático (RE), que induz maior síntese de TG, mantendo um ciclo vicioso (Baiceanu et 

al. 2016). Assim, junto com a hiperinsulinemia e a RI, o estresse do RE tem papel fundamental 

no desenvolvimento e manutenção da DHGNA. SREBP1c é o principal fator de transcrição 

lipogênico no fígado ativado por esses mecanismos, sendo, assim, o grande responsável pela 

lipogênese de novo nesse órgão (Ferre and Foufelle 2010). A glucose-regulated protein 78 
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(GRP78) é a chaperona mais abundante no RE. Ela apresente duas funções clássicas no controle 

da homeostase dessa organela: o enovelamento proteico e a inibição dos três sensores do 

estresse do RE (IRE1α, PERK e ATF6) (Hetz, Chevet, and Oakes 2015). 

Neste estudo constatou-se que os animais HSD apresentaram diminuição da expressão 

da GRP78 hepática, sugerindo ativação do estresse do RE nesse órgão. A diminuição hepática 

dessa proteína também foi comprovado em outros modelos de SM como o rato Zucker (Szanto 

et al. 1995) e o camundongo db/db (Yamagishi et al. 2012). Entretanto, o tratamento com EH 

restaurou a expressão dessa proteína nos ratos alimentados com excesso de sacarose. Além do 

controle da homeostase do RE, a GRP78 parece ter um papel determinante no metabolismo 

glico-lipídico hepático. Por exemplo, a super expressão da GRP78 no fígado de camundongos 

ob/ob diminui a maturação e a expressão da SREBP1c com consequente redução do acúmulo 

de lipídeos e melhora da sensibilidade insulínica hepática (Kammoun et al. 2009). Esse efeito 

deve estar relacionado, em parte, à melhora do estresse do RE, o que diminui a ativação da 

SREBP1c (Ferre and Foufelle 2010). Além disso, a GRP78 é capaz de ativar AMPK hepática, 

isso tanto reduz a lipogênese via inibição da SREBP1c, como inibe a gliconeogênese e estimula 

a síntese de glicogênio via AKT (Gupta et al. 2019). 

Estudos indicam duas vias de interação entre polifenóis e a microbiota intestinal: a 

microbiota pode metabolizar os polifenóis, assim como os polifenóis e seus metabólitos, podem 

modular a microbiota intestinal inibindo a proliferação de bactérias patogênicas e favorecendo 

o crescimento de bactérias benéficas. Essa interação recíproca entre polifenóis e a microbiota 

intestinal pode contribuir para a saúde do hospedeiro (Corrêa et al. 2019). Tendo em vista essa 

interação, nós resolvemos investigar a capacidade do EH em modular a microbiota intestinal e, 

dessa forma, buscar entender se o mecanismo pelo qual o EH melhora os parâmetros glico-

lipídicos dos animais poderia ser através dessa modulação. 
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Foi observado que o EH não foi capaz de modular a microbiota intestinal dos animais 

HSD após 5 semanas de tratamento com as duas doses. O perfil da microbiota dos animais CTR 

é totalmente diferente do perfil dos animais HSD. A dieta rica em sacarose promoveu o aumento 

da abundância de grupos pertencentes ao filo Firmicutes, entre eles grupos bacterianos 

específicos representados por espécies do gênero Blautia, pertencente à família 

Lachnospiraceae. Alguns estudos associaram as espécies desse gênero com a obesidade, 

elevado BMI (Kasai et al. 2015; Bonder et al. 2016; Org et al. 2017), acúmulo de gordura 

visceral (Ozato et al. 2019), DHGNA e EHNA (Shen, Zheng, et al. 2017; Del Chierico et al. 

2017). 

O nosso resultado é discordante de outros estudos com extratos ricos em polifenóis. 

Animais cuja dieta foi suplementada com extrato de Blueberry por 8 semanas apresentaram 

mudanças na composição da microbiota intestinal caracterizada por uma redução na abundância 

de Firmicutes. Essas mudanças na composição da microbiota foram associadas a uma melhora 

no efeito de barreira do epitélio intestinal, com consequente redução da inflamação sistêmica e 

melhora da resistência insulínica hepática dos animais obesos (Lee et al. 2018). Extratos ricos 

em polifenóis de uva Concord tinto (Roopchand et al. 2015) e cranberry (Anhe et al. 2015) 

apresentaram efeitos semelhantes sobre ratos obesos induzidos por dieta rica em gordura 

(DRG), reduzindo o ganho de peso corporal e a melhorando a sensibilidade insulínica. Além 

disso, ambos extratos aumentaram a abundância de Akkermansia muciniphila nesses animais 

alimentados com a DRG. Ademais, o extrato rico em polifenóis de artic berry foi capaz de 

melhorar a endotoxemia metabólica, resistência insulínica e esteatose hepática em animais 

obesos induzidos por dieta rica em açúcar/gordura, como também favoreceu o crescimento de 

A. muciniphila (Anhe et al. 2018). Henning et al. (2018) ao suplementar a dieta rica em 

açúcar/gordura de camundongos com extratos de chá verde e preto rico em polifenóis observou 

a redução da razão de Firmicutes /Bacterioidetes. Além disso, o chá verde favoreceu o 
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crescimento de bactérias do gênero Clostridium e Coprococcus. Os autores concluíram que o 

efeito anti-obesogênico promovido pelos extratos está associado à modulação da microbiota 

intestinal (Henning et al. 2018). 

CONCLUSÃO 

 Esse é o primeiro estudo que avalia o efeito do extrato hidroalcoólico rico em polifenóis 

das folhas de S. cumini sobre animais alimentado com dieta rica em sacarose. Dentre os 

principais resultados, destaca-se que o tratamento foi capaz de reduzir a hiperglicemia e a 

hipertrigliceridemia de ratos alimentados com dieta.  Além disso, o extrato também reduziu a 

DHGNA e aumentou o glicogênio hepático desses animais. Efeitos que foram associados ao 

aumento das expressões proteicas da AKT e GRP78 no fígado. Portanto, os nossos resultados 

reiteram a capacidade do EH em melhorar as alterações glico-lipídicas de animais com SM. 

Além disso, também destaca-se a GRP78 como potencial alvo terapêutico para essas desordens. 

Porém o EH não foi capaz de modular a microbiota intestinal dos animais HSD. Os 

mecanismos pelos quais os polifenóis modulam a microbiota precisam ainda ser 

compreendidos. Entretanto, é importante considerar a estrutura do polifenol, pois esta influencia 

na sua absorção, a dose avaliada e os microorganismos presentes no momento da interação 

(Cardona et al. 2013). Dessa forma, o mecanismo pelo qual o EH melhora os parâmetros glico-

lipídicos de animais com a SM não parece envolver a modulação da microbiota intestinal. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados descritos neste trabalho mostram que o consumo crônico de uma dieta 

rica em sacarose, logo após o desmame, altera a composição da microbiota intestinal, reduzindo 

a diversidade microbiana e favorecendo o aumento de grupos bacterianos associados a produção 

de ácidos graxos de cadeia curta e ao desenvolvimento de fatores de risco associados à SM. 

Enfatizamos também que o modelo de dieta usado neste estudo apresenta uma concentração de 

sacarose semelhante ao seu consumo pelas populações de países da América Latina.  

O nosso estudo também demonstrou a capacidade do extrato das folhas de S. cumini em 

reduzir a hiperglicemia, a hipertrigliciridemia e a esteatose hepática de ratos alimentados com 

a dieta rica em sacarose. Dessa forma, os nossos resultados corroboram com estudos anteriores 

do nosso grupo que também demonstraram a capacidade do EH em melhorar as alterações 

glico-lipídicas de animais com SM. Entretanto, o EH não foi capaz de modificar a composição 

da microbiota intestinal desses animais expostos à um excesso de sacarose. Com isso, os 

mecanismos pelos quais os polifenóis modulam a microbiota ainda precisam ser melhor 

compreendidos.  

Portanto, sugerimos que um provável mecanismo pelo qual o EH melhora as alterações 

glico-lipídicas de animais com SM esteja associado a capacidade dele em inibir a expressão e 

atividade da via XBP-1s/PDI/MTP, reduzindo, assim, a incorporação e exportação de 

triglicerídeos através das partículas de VLDL, dado demonstrado por estudo anterior do nosso 

grupo.  
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