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Resumo

A obesidade € um problema de salde publica, estando associada a varias
complicacBes metabdlicas. A levedura da cerveja € um subproduto da inddstria
alimentar, cujo desperdicio causa um grande impacto ambiental, mas com
enorme potencial nutricional.

O objetivo deste estudo foi valorizar a levedura de cerveja e investigar o efeito do
seu extrato (BY) na prevencdo da obesidade, avaliando o seu impacto no
microbiota intestinal e metabolismo dos acidos biliares, uma vez que estes estédo
intimamente ligados.

Vinte ratos foram tratados durante 12 semanas e divididos em quatro grupos: um
com uma dieta standard (St), outro com St+BY, outro com uma dieta rica em
gordura (HF) e outro com HF+BY. No final do tratamento, avaliou-se a
composicdo do microbiota intestinal, e a expresséo relativa de enzimas hepéaticas
envolvidas no metabolismo dos acidos biliares por PCR em tempo real.

O BY diminui a ingestdo energética e o ganho de peso de animais alimentados
com dieta HF. Para além disso, aumentou o nimero de Enterococcus spp. mas
diminui o nimero de Bifidobacterium spp. no microbiota intestinal.

O BY aumentou ainda a expressdao relativa da 12-a-hidroxilase (CYP8B1), enzima
envolvida na sintese de acidos biliares.

Assim, de um modo geral, pode dizer-se que o BY parece ter efeitos benéficos no
controlo da ingestdo alimentar e na excrecdo de colesterol pelo aumento da
sintese de acidos biliares. Como tal, para demonstrar que o BY podera ser usado
como um ingrediente funcional na prevencdo da obesidade e disturbios

metabolicos sdo necessarios mais estudos, ndo so pré-clinicos como clinicos.



Abstract

Obesity is a public health concern, being associated with several metabolic
complications. Brewer’s yeast is a byproduct of the brewing process and its waste
causes serious environmental problems. However, brewer’s yeast has a massive
nutritional potential.

The aim of this study was to add value to brewer’s yeast and investigate its extract
(BY) in the prevention of obesity, evaluating its impact on the gut microbiota and
bile acids metabolism, which are intimately connected.

Twenty rats were treated for 12 weeks and divided into four groups: standard diet
(St) group, St+BY group, high-fat (HF) diet group and HF+BY group. The gut
microbiota composition and the relative expression of liver enzymes involved in
bile acids metabolism was evaluated by real-time PCR, at the end of the study.

BY decreased energy intake and weight gain in the animals fed with HF diet. It
also increased the number of Enterococcus spp. but decreased the number of
Bifidobacterium spp. in the gut microbiota.

BY increased the relative expression of 12-a-hydroxylase (CYP8B1), an enzyme
involved in the bile acids synthesis.

In conclusion, BY seems to have beneficial effects in the control of food intake and
in the excretion of cholesterol through the increase of bile acids synthesis. In
order to demonstrate that BY can be used as a functional ingredient in the
prevention of obesity and metabolic disorders, more studies are necessary, not

only pre-clinical but also clinical.
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Introducéo

A obesidade é um crescente problema de saude publica, a nivel mundial, estando
associada a varias complicagbes metabdlicas, nomeadamente diabetes,
hipertensdo arterial, dislipidemias, entre outras 4. Nos Ultimos anos, tém
aumentado o numero de estudos acerca do microbiota intestinal e da sua intima
relacdo com a obesidade e respetivas complicagées metabolicas 7).

Como se sabe, o ser humano acolhe dez vezes mais bactérias que o numero de
células que formam o seu organismo. A composi¢ao bacteriana de cada individuo
€ variavel, sendo esta definida por fatores genéticos e ambientais, como por
exemplo, 0 modo de nascimento (parto normal ou cesariana), a idade e os habitos
alimentares ®. Estima-se que, no microbiota intestinal, existam cerca de mil
espécies, distribuidas em 5 phyla diferentes. Na maioria dos individuos, cerca de
90% das bactérias pertencem ao phylum Firmicutes ou ao phylum Bacteroidetes,
pertencendo as restantes aos phyla Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia @ 9. Sabe-se, ainda, que a composicdo do microbiota intestinal
de individuos obesos difere da dos individuos normoponderais. Apesar de ainda
nao existirem certezas de quais as diferencas especificas do microbiota intestinal
entre individuos obesos e normoponderais, alguns estudos j& demonstraram que
na obesidade ha uma diminui¢do geral da diversidade microbiana e uma alteracao
do racio Firmicutes/Bacteroidetes (aumento de Firmicutes e diminuicdo de
Bacteroidetes) (10, Estas diferencas tém impacto no metabolismo,
nomeadamente na extracdo de energia de alimentos ndo digeriveis na parte

superior do trato gastro intestinal V. Isto porque as bactérias existentes vao



condicionar a fermentacdo de hidratos de carbono n&o digeriveis e a sua
transformacdo em acidos gordos de cadeia curta (AGCC), nomeadamente em
acetato, propionato e butirato . Estes AGCC representam uma importante fonte
de energia extra, visto que podem ser absorvidos e utilizados, sobretudo o
acetato, como substrato para a lipogénese no figado, o que podera favorecer o
aumento da adiposidade corporal ©®),

Nos ultimos anos, para além da relevancia atribuida ao microbiota intestinal, tem
sido reconhecido o papel dos &cidos biliares nas patologias relacionadas com a
obesidade, uma vez que estes ndo estdo apenas envolvidos na emulsdo e
digestdo de lipidos e funcionam, também, como moléculas sinalizadoras em
diferentes vias metabdlicas 2.

Os acidos biliares sdo esteroides sintetizados no figado a partir do colesterol. S&o
excretados através da bilis no duodeno, havendo sempre uma parte que se perde
nas fezes e outra que é reabsorvida no ileo e excretada novamente pelo figado
através do ciclo entero-hepatico. O passo limitante da sintese dos acidos biliares
€ a reacdo catalisada pela 7-a-hidroxilase (CYP7A1l) (Anexo A), sendo esta
enzima estimulada quando os niveis de &cidos biliares baixam ou quando os
niveis de colesterol aumentam. 12

Os acidos biliares classificam-se em primarios (os que se formam primariamente
a partir de colesterol no figado) e em secundéarios (os que resultam da
transformacdo dos primeiros pelas bactérias, durante a sua passagem pelo
intestino). Os primarios sdo o colico (CA, sintetizado em maior quantidade) e o
guenodesoxicolico (CDCA) que se podem conjugar com residuos de glicina ou
taurina dando origem ao glicocdlico e taurocolico e ao glicoquenodesoxicolico e

tauroquenodesoxicolico, respetivamente. Os acidos biliares secundarios resultam



da acao das bactérias intestinais que promovem a reducdo dos grupos hidroxilo e
a rotura de ligacbes com a taurina e a glicina, dando origem aos acidos
desoxicélico (DCA, derivado do CA) e litocdlico (LCA, derivado do CDCA). E
importante referir que a maioria do LCA se perde nas fezes mas, o DCA é em
grande parte reabsorvido 12,

Desta maneira, o perfil de acidos biliares depende da composi¢cdo do microbiota
intestinal, uma vez que, as bactérias intestinais estdo envolvidas na sua
biotransformacdo e diferentes comunidades microbianas podem dar origem a
diferentes perfis de acidos biliares. Por outro lado, os acidos biliares tém, também,
a capacidade de modular a composicdo do microbiota intestinal, uma vez que
possuem atividade antimicrobiana, controlando o crescimento bacteriano (12,

Uma das principais formas de contrariar a epidemia da obesidade passa pela
mudanca de estilos de vida e pela adocdo de comportamentos mais saudaveis
(alimentacao equilibrada e pratica de exercicio fisico). No entanto, estas medidas
sdo, muitas vezes, insuficientes e ineficazes. Como tal, nos ultimos anos, tem
havido uma procura crescente de novas estratégias e de novos
farmacos/compostos que ajudem na perda de peso e na melhoria do perfil
metabdlico destes individuos @3,

A levedura de cerveja constitui um subproduto da indastria alimentar, cujo
desperdicio tem um grande impacto ambiental. No entanto, a composicéo
nutricional da levedura de cerveja é bastante interessante, uma vez que é rica em
minerais, aminoacidos livres, péptidos bioativos com atividade anti-hipertensiva e,
B-glucanos que varios estudos indicam ter efeito prebidtico e efeitos

hipocolesterolémicos (14 15),



Objetivos

O objetivo deste estudo foi valorizar um subproduto da industria alimentar e
investigar o seu efeito na prevencdo da obesidade, num modelo animal de
obesidade induzida pela dieta, avaliando o seu efeito no microbiota intestinal e no

metabolismo dos acidos biliares.

Material e Métodos

Tratamento dos animais

Vinte ratos machos Sprague-Dawley (367,7 + 5,3 g) foram randomizados e
divididos em 4 grupos de 5 animais: grupo “St”, em que o0s animais foram
alimentados com uma racao standard (St); grupo “St+BY”, em que os animais
foram alimentados com a mesma racdo St mas suplementados com extrato de
levedura de cerveja (BY); grupo “HF”, em que os animais foram alimentados com
uma dieta rica em gordura (45% das calorias desta racdo eram provenientes da
gordura) e o grupo “HF+BY”, em que os animais foram alimentados com a mesma
dieta rica em gordura mas suplementados com BY. O BY, produzido de acordo
com Amorim et al(1¥), foi administrado na agua que os animais bebiam na dose de
300 mg/kg peso corporal por dia. Os animais foram submetidos a estas condigdes
durante 12 semanas, monitorizando-se semanalmente o consumo de racdo, a
ingestao de liquidos, a ingestao energética e o ganho de peso.

No final das 12 semanas os animais foram sacrificados. As fezes foram recolhidas
diretamente do colon e imediatamente congeladas com azoto liquido. As fezes

ficaram armazenadas a —-20°C até serem analisadas. Para além disso, foram



também recolhidos varios 6rgédos dos animais durante a ocisdo, nomeadamente o
figado.
O protocolo foi aprovado pelo Organismo Responsavel pelo Bem Estar Animal da

Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (ORBEA FMUP).

Analise da composicao do microbiota intestinal

O ADN gendmico foi extraido e purificado das amostras de fezes usando o NZY
Tissue gDNA Isolation Kit (nzytech, Lisboa, Portugal) com algumas modificacdes.
O ADN obtido foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, EUA). As reacfes de PCR em tempo real decorreram em
microplacas de 96 pocos, no aparelho LightCycler 96, usando o kit LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green (Roche Applied Science, Indianapolis, 1D,
EUA). As sequéncias de primers (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) usadas
para analisar o gene 16S de ARN ribossomal das bactérias e as condi¢cdes de
amplificacdo usadas estdo descritas no Anexo B. As curvas de calibracdo foram
construidas usando varias concentracbes de ADN genomico de bactérias puras
(Anexo B). Os dados foram analisados usando o software LightCycler (Roche

Applied Science, Indianapolis, ID, EUA).

Extracdo de ARN do figado e analise de enzimas envolvidas no metabolismo
de 4cidos biliares por PCR em tempo real

Em primeiro lugar, procedeu-se a extracdo de ARN do figado dos animais,
macerando-se o tecido, previamente congelado, com azoto liquido até que este
se convertesse em poO. ApOs este passo, o ARN foi extraido com o reagente

NZYol (NZYTech, Lisboa, Portugal). Posteriormente, o ARN foi tratado com



DNase | (Promega, Carnaxide, Portugal). O ARN foi quantificado no
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo FisherScientific, Wilmington, DE,
EUA). ApGs este passo, procedeu-se a sintese de ADN complementar com o kit
de sintese NZY First Strand cDNA (NZYTech, Lisboa, Portugal). As amostras de
cADN foram analisadas em duplicado por PCR, como ja descrito. Os primers
especificos para Rato (Anexo C) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). A expresséao de genes foi calculada usando o método 274t (16),

Assim, relativamente ao metabolismo dos &cidos biliares, quantificou-se a
expressao relativa da redutase do hidroxi-metil-glutaril-CoA (redutase do HMG-
CoA, passo limitante na sintese enddgena de colesterol), do recetor X ativado
pelo farnesdide (FXR, recetor ativado pelos &cidos biliares), da 27-hidroxilase
(CYP27A1) e da 12-a-hidroxilase (CYP8B1), enzimas envolvidas na sintese de

acidos biliares (Anexo A).

Anélise estatistica

Os valores estdo expressos como meédia aritmética * erro padrdo da média (EP).
Para determinar o efeito do tempo e dos diferentes tratamentos, em cada
semana, ao longo das doze semanas do estudo, os dados foram analisados com
recurso a uma two-way ANOVA seguida do teste de comparacdes multiplas de
Bonferroni. Para determinar os efeitos da dieta, do BY e da sua interacdo no
microbiota intestinal e na expressdo de enzimas hepaticas, os dados foram
analisados com recurso a uma two-way ANOVA. Consideraram-se diferencas
estatisticamente significativas sempre que p <0,05. A analise estatistica foi
realizada no programa GraphPad Prism 7 statistical software (GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA, EUA).



Resultados

Ingestao alimentar e ganho de peso

O consumo de racdo foi superior nos animais alimentados com dieta St,
comparativamente aos animais alimentados com dieta HF (p <0,05; Figura 1A).
Quando se compara a média da ingestdo alimentar no total das 12 semanas,
verifica-se uma ligeira diminuicdo do consumo de racdo no grupo HF+BY
relativamente ao grupo HF.

Relativamente a ingestdo energética, verificou-se que, nos grupos alimentados
com dieta HF, a ingestdo energética foi superior aos grupos St (p <0,05).
Verificou-se ainda, quando se comparou o grupo HF+BY com o grupo HF, que a
ingestao energética do grupo HF foi superior (Figura 1B).

Quanto a ingestao de liquidos, verificou-se que a ingestao foi superior nos grupos
tratados com BY (Figura 1C).

Em relacdo ao ganho de peso, os grupos alimentados com dieta HF tiveram um
maior ganho de peso (p <0,05) comparativamente com os grupos St. Pode ainda
verificar-se, que o grupo HF+BY teve um menor ganho de peso que 0 grupo

alimentado apenas com dieta HF, a partir da décima semana (Figura 1D).
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Figura 1. Ingestdo de racao (A), ingestao energética (B), ingestao de liquidos (C)
e ganho de peso (D) dos animais dos diferentes grupos tratados durante 12

Semanas. st: grupo alimentado com uma dieta standard; St+BY: grupo tratado com dieta standard e suplementado

com extrato de levedura; HF: grupo alimentado com dieta rica em gordura; HF+BY: grupo alimentado com dieta rica em
gordura e suplementado com extrato de levedura. Resultados expressos em média + EP (n=5). *p <0,05 entre os grupos St

e HF;+ p <0,05 entre os grupos HF e HF+BY.

Microbiota intestinal

Relativamente ao microbiota intestinal, pode verificar-se que quando se analisa 0
efeito da dieta, isto é, quando se compara dieta HF com dieta St, houve uma
diminuicdo geral das bactérias intestinais, havendo uma diminuicdo dos
Firmicutes, Bacteroidetes e Lactobacillus spp. e um ligeiro aumento da razao
Firmicutes/Bacteroidetes (Tabela 1).

Quando se analisa o efeito do BY, verificou-se que, nos animais tratados com BY,

houve um aumento dos Enterococcus spp., sendo este efeito independente da



dieta (psy <0,001). Para além disso, observou-se uma diminuicdo das
Bifidobacterium spp., verificando-se que esta diminuicdo foi maior nos animais

alimentados com dieta HF (Tabela 1).

Tabela 1. Quantificacdo de phyla, géneros e espécies do microbiota intestinal nos

diferentes grupos experimentais. Resultados expressos em média + EP e expressos como logio copias do

gene 16S de rARN /20ng de ADN (n=4-5).

Valores de P Two-way ANOVA

st St + BY HF HF + BY Dieta BY Interacio
Universal 6.51+0.06 6.64 005 6.34 +0.04 6.38 £0.05 0.001 0116 0.378
Firmicutes 6.75+002 6.832005 6.610.06 6.68+0.06 0.009 0.160 0.853
Bacteroidetes 5.88+020 6062012 530+0.11 545+012 0.001 0.281 0.887
Firmicutes/Bacteroidetes 115+ 004 1132003 1.2520.03 1.23+003 0.010 0511 0.945
Lactobacillus spp. 5.34+010 5.1820.16 2662043 216003 <0.001 0129 0.416
Enterococcus spp. 305007 4262018 3.15%0.10 411+021 0.874 <0.001 0451
Clostridium leptum 562+009 5552005 5.52%0.16 577009 0.352 0.336 0.126
Bacteroides spp. 366+056 391+01%9 3734015 389+016 0830 0461 0983
Prevotella spp. 3.18+040 3702040 2471026 261+005 0.013 0318 0.574
Bifidobacterium spp. 3.85+035 3682016 4024028 2652030% 0.147 0.015 0.050

Enzimas envolvidas no metabolismo de acidos biliares

A expressao relativa da reditase do HMG-CoA estava diminuida nos grupos
alimentados com dieta HF comparativamente com os grupos St (p <0,05; Figura
2A).

Quanto a expressado relativa do FXR, ndo se verificaram diferencas entre os
grupos (Figura 2B).

Em relacdo a CYP27Al, verificou-se um aumento nos grupos HF
comparativamente aos grupos St (p <0,05; Figura 2C).

Por fim, observou-se um aumento da expresséao relativa da CYP8B1 nos grupos

HF (p <0,05) relativamente aos grupos St. Podendo ainda se verificar uma

interacdo do BY com a dieta St (p <0,05) (Figura 2D).
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Figura 2. Expresséo relativa da redatase do HMG-CoA (A), expressao relativa de

FXR (B), expressao relativa de CYP27A1 (C), expressao relativa de CYP8B1 (D).

St: grupo alimentado com uma dieta standard; St+BY: grupo tratado com dieta standard e suplementado com extrato de
levedura; HF: grupo alimentado com dieta rica em gordura; HF+BY: grupo alimentado com dieta rica em gordura e

suplementado com extrato de levedura. Resultados expressos em média + EP (n= 3-5).

Discussado e Conclusdes

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do BY na prevencao da obesidade,
num modelo animal de obesidade induzida pela dieta.

Neste modelo, os grupos HF, apesar de terem ingerido menos ra¢cdo, consumiram
mais energia, dado que a racdo ingerida tinha um maior teor de gordura e,
portanto, um valor energético superior ®. Para além disso, quando se
compararam os grupos alimentados com dieta HF, verificou-se que o grupo que
foi suplementado com BY teve uma ingestdo energética ligeiramente menor a
partir da décima semana. Isto podera ter acontecido devido ao facto do BY ser

rico em fibras (B-glucanos) que levam a um aumento da saciedade e
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consequentemente a uma diminuicdo da ingestdo energética 7). Os animais
suplementados com BY apresentaram uma maior ingestdo de liquidos. Isto
ocorreu, provavelmente, porque 0 extrato € rico em minerais, como sodio e
potassio e, portanto, podera ter causado mais sede, levando a um aumento do
consumo de liquidos 4. Por fim, verificou-se que os animais alimentados com
dieta HF ganharam mais peso, 0 que seria de esperar, dado que a ingestao
energética destes animais foi superior. No entanto, quando se compararam 0S
grupos HF, verificou-se que os que foram suplementados com BY tiveram um
menor ganho de peso, podendo isto dever-se ao facto de a partir da décima
semana ter havido uma menor ingestdo energética por parte dos animais do
mesmo grupo. E de referir que, nos ratos tratados com dieta St, ndo se
verificaram diferencas no ganho de peso entre o grupo tratado com BY e o0 grupo
nao tratado, sugerindo que este efeito ndo se verifica no contexto de uma dieta
padrao.

Outro dos objetivos do estudo foi perceber qual o impacto da dieta e do BY no
microbiota intestinal. A dieta HF provocou uma diminuicdo geral das bactérias
intestinais e um aumento da razdo Firmicutes/Bacteroidetes, o que esta de acordo
com resultados ja reportados noutros estudos que relacionam obesidade e
microbiota intestinal & 6 9, O BY aumentou os Enterococcus spp., 0 que parece
ser positivo uma vez que estes parecem exercer efeito probiotico @8). Por outro
lado, ao contrario do que se esperava, visto que o extrato é rico em (B-glucanos
que apresentam efeito prébiotico, houve uma diminuicdo das Bifidobacterium
spp., sendo este efeito ainda maior quando se combina dieta HF mais BY (1),
Assim, numa perspetiva futura sera interessante proceder a mais estudos para se

aprofundar o efeito desta interacdo (dieta HF+BY) na diminuicdo destas bactérias.
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Neste estudo, quantificou-se, ainda, a expressdo relativa de varias enzimas
hepaticas envolvidas na sintese de acidos biliares, de modo a compreender o
impacto da dieta HF e do BY no metabolismo dos &cidos biliares.

Como era expectavel, a redatase do HMG-CoA encontrava-se diminuida nos
grupos HF, dado que esta enzima é regulada negativamente pelo colesterol
intracelular e estes animais ingeriram uma grande quantidade de colesterol
comparativamente com os dos grupos St. Além disso, esta descrito que, em
modelos animais de obesidade, hd um aumento da reabsorcdo de colesterol a
nivel intestinal (3. 19),

As enzimas envolvidas na sintese dos acidos biliares, CYP27A1 e CYP8B1,
estavam aumentadas nos animais dos grupos HF, o que sugere um aumento da
sintese de acidos biliares, tanto pela via classica como pela alternativa, e um
aumento dos niveis circulantes de acidos biliares primarios, isto é, de CA e de
CDCA (que em ratos origina o acido a-muricélico (a-MCA) e o acido 3-muricolico
(B-MCA)) @2 19 Assim, seria expectavel que a expressdo do FXR estivesse
diminuida nestes grupos, visto que, este recetor inibe a sintese de acidos biliares
(12,19) No entanto, ndo foi possivel, verificar esta diminuicdo possivelmente devido
ao tamanho da amostra.

De facto, esta ja descrito que dietas ricas em gordura aumentam a secrecdo de
acidos biliares, visto que estes estdo envolvidos na sua digestdo e absorgdo (2.
Assim, ja era de esperar que a expressdo de enzimas como o CYP27Al e
CYP8BL1 estivesse aumentada. Além disso, com 0 aumento da expressao destas
enzimas, prevé-se um aumento de CA que é posteriormente convertido pelas
bactérias intestinais em DCA. Este acido biliar secundario, normalmente

aumentado na obesidade, possui atividade antimicrobiana sobre as bactérias
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intestinais, estando ja descrito um efeito do DCA no aumento da razao
Firmicutes/Bacteroidetes 2 19 20 Em relacdo a expressdo do CYP8B1, é ainda
de salientar a interacdo que se verificou entre o BY e a dieta, isto é, verificou-se
que o0 extrato aumentou a expressdo desta enzima mas apenas no contexto de
uma dieta padrdo. Este aumento € interessante, visto que, quando se fala numa
dieta HF existe um aumento da sintese de acidos biliares devido a elevada
ingestdo de gordura, nomeadamente de colesterol, e um aumento da sua
reabsorcdo a nivel intestinal. Assim sendo, a sintese de &acidos biliares no
contexto de uma dieta HF parece ser um mecanismo de compensacdo para
excretar o excesso de colesterol exdgeno. No entanto, quando se fala numa dieta
padrdo, em que nao existe uma elevada ingestdo de gordura, inclusive de
colesterol, o aumento da sintese de acidos biliares parece ser uma interessante
maneira de diminuir os niveis de colesterol endégeno, diminuindo os niveis totais
de colesterol (2. 19-21),

Deste modo, consegue-se perceber a ligacdo do padrdo alimentar com o
microbiota intestinal e metabolismo de &cidos biliares. Isto €, o tipo de
alimentacéo condiciona o perfil de &cidos biliares e estes, por sua vez, modelam a
composicdo das bactérias intestinais. Por outro lado, o microbiota intestinal pode
alterar o perfil de acidos biliares, ndo s6 por estar envolvido na sua
biotransformagdo, mas também porque influencia a sua reabsor¢cdo a nivel
intestinal, condicionando a sua circulacdo entero-hepatico. Assim sendo, esta
interacdo parece ser importante do ponto de vista metabdlico, nomeadamente a
nivel do metabolismo de colesterol, ja que, o perfil de acidos biliares secundarios

vai influenciar a reabsorcdo do mesmo. Para além disso, o colesterol € ainda
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utilizado como substrato na sintese de acidos biliares, sendo este um mecanismo

de catabolismo do mesmo (12.20),

Em resumo, neste estudo avaliou-se o potencial do BY, podendo dizer-se que, no
geral, este extrato parece ter efeitos benéficos na prevencdo da obesidade. Isto
porque se demonstrou que com uma dieta HF, quando se forneceu o BY, para
além de uma diminuicdo da ingestdo caldrica e ganho de peso, também se
verificou um aumento da sintese de acidos biliares como mecanismo de
eliminacao de colesterol. Mais ainda, os resultados obtidos neste estudo apontam
para um efeito do extrato em mecanismos reguladores do apetite, envolvendo ou
nao o microbiota. No entanto, ndo se pode negligenciar o facto de o BY ter
diminuido as Bifidobacterium spp., uma vez que estas bactérias exercem efeitos
positivos na saude e nao existe nenhuma explicacdo aparente para tal ter
acontecido, j4 que o extrato é rico em B-glucanos com efeito prébiotico. Como tal,
sera interessante proceder a mais estudos para compreender a causa desta

diminuigsio (2. 15,19, 20)

Assim sendo, serd importante a realizacdo de mais estudos, ndo s6 em ratos
como também em humanos, ja que o BY apresenta efeitos interessantes, sendo
relevante demonstrar que este subproduto da indUstria alimentar poderd, num
futuro proximo, ser usado como um ingrediente funcional na prevencdo da

obesidade e disturbios metabdlicos, reduzindo, portanto, o seu desperdicio.
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Anexo A

Sintese de acidos biliares pela via classica e alternativa em humanos e

ratos.

I Primary bile acid thth

I Secondary bile acid synthesis J

CA: &cido cdlico, CDCA: acido quenodesoxicélico, DCA: acido desoxicolico, LCA: acido litocdlico, a-MCA: acido a-
muricolico, B-MCA: acido B-muricélico, THCA: &cido taurohiocoélico, TMDCA: acido tauromurodesoxicélico, THDCA: &cido
taurohiodesoxicélico, TUDCA: &cido tauroursodesoxicélico. CYP7B1: 7-a-hidroxilase do oxiesterol, CYP27A1: 27-

hidroxilase, CYP7AL: 7a-hidroxilase do colesterol, CYP8B1: 12-a-hidroxilase.
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Anexo B

Sequéncia dos primers e condi¢cfes de PCR em tempo real usadas para

analise do microbiota intestinal

N . i Ti at
Grupo alvo Sequéncia de primers (5"-3') ADN gendmico Standard emper l,”a
de annealing
. AAA CTC AAA KGA ATT GAC GG Bacteroides vulgatus .
Universal 62°C
CTC ACR RCA CGA GCT GAC ATCC 8482
Firmicutes ATGTGG TTT AATTCG AAG CA Lactobacillus gasseri s0°C
AGC TGA CGA CAA CCATGC AC ATCC 33323
CAT GTG GTT TAA TTC GAT GAT Bacteroides vulgotus
Bacteroidet 60°C
eroldetes AGC TGA CGA CAA CCA TGC AG ATCC 8482
Lactobadillus s GAGGCA GCA GTA GGG AATCTTC Lactobacillus gasseri c0°C
pp- GGC CAG TTA CTA CCT CTA TCCTTC TTC ATCC 33323
Enterococcus s CCCTTA TTG TTA GTT GCC ATC ATT Enterococcus gilvus g1°C
Pp- ACTCETTGT ACTTCC CATTGT ATCC BAA-350
GCA CAA GCAGTGGAGT Clostridium leptum
Clostridium lept 60°C
stridiim feptum CTT CCT CCG TTT TGT CAA ATCC 29065
ATA GCCTTT CGA AAG RAA GAT Bacteroides vulgotus
Bacteroid . 60°C
eroldesspp CCA GTA TCA ACT GCA ATT TTA ATCC 8482
prevotellas CACRGT AAA CGA TGG ATG CC Prevotella nigrescens -
pp- GGT CGG GTT GCA GAC C ATCC 33563
. . CGEC GTCYGG TGT GAA AG Bifidobacterium | bsp.
Bifidobacterium spp. ifidobacterium longum subsp 60°C

CCC CACATC CAG CATCCA

Infantis ATCC 15697




Sequéncia dos primers e condi¢cfes de PCR em tempo real usadas para

analise da expressao de enzimas envolvidas no metabolismo de acidos

Anexo C

biliares

Gene

Sequéncia do primer (5'-3')

Temperatura de annealing°C

CYpP8B1

CYP27A1

Redutase da HMG-CoA

GAPDDH

FXR

TCCATATGTCCCGGCAGGTTCTTT

TGTCAGGGTCCACCAGTTCAAAGT

TTCTTAGTAGGGGTCTTGCAGC

TTTAAAGGCAGAGGTGATCCCG

CAGCTGTACCATGCCGTCTA

CGTGCATTTTCTCCAGGATT

GGCATCGTGGAAGGGCTCATGAC

ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC

GGCTGCAAAGGTTTCTTCCG

TCCCATCTCTCTGCACTTCCT

662C

602C
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