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RESUMO
O alto consumo de refei¢cdes ricas em gorduras e carboidratos refinados promove o
desenvolvimento de alteragcbes metabodlicas e induz inflamacdo tanto em o6rgédos
adiposos quando em 6érgéos linfoides, denominado metainflamacé&o. Além disso, esse
padrao alimentar tem sido relacionado ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos e doencas inflamatdrias intestinais. Bebidas agucaradas (SSBs) sé@o a
principal fonte de aclUcar adicionado na dieta ocidental e contém altos niveis de
glicose e frutose. Nosso obijetivo foi investigar se o consumo cronico de SSB poderia
desencadear alteragbOes intestinais e comportamentais. Para isso, utilizamos um
modelo experimental com camundongos C57BL/6 alimentados com uma dieta
AIN93G e tratados com SSB (composta por 30% de glicose e frutose em uma
proporcdo de 45:55) ou agua filtrada. O comportamento semelhante ao ansioso, 0
metabolismo e disturbios intestinais foram avaliados apds a 82 semana de tratamento.
Os animais tratados com SSB n&o apresentaram diferengas no ganho de peso, mas
apresentaram maior glicemia em jejum. Além disso, demonstraram reducdo no
comportamento semelhante ao ansioso e aumento em comportamentos compulsivos,
conforme avaliado pelo teste Claro/Escuro e Marble Test, respectivamente. No
entanto, ndo foram observadas diferencas nas populacdes celulares dos linfonodos
mesentéricos usando citometria de fluxo. Apds a inducéo de colite ulcerativa com 1%
de DSS, os camundongos que consumiram SSB apresentaram desfechos da doenca
mais severos apds 0 consumo cronico de acgucar. Evidenciado por escore clinicos
mais alto, considerado perda de peso, diarreia e presenca de sangramento, bem
como escore inflamatérios mais graves com base em parametros histolégicos e
microbiota alterada. Além disso, O consumo de SSB provocou reducao na frequéncia
de células nos linfonodos mesentéricos; na analise de PCR revelou alteragdes na
expressdo de mRNA de moléculas relacionadas a renovacéo epitelial. Em concluséo,
nossos achados sugerem que o consumo crénico de SSB afeta o comportamento,
induz alteragbes metabolicas e exacerba a doencga inflamatéria intestinal em

camundongos C57BL/6.



Palavras-chave: Bebida acucarada, doenca inflamatoria intestinal, imunologia de

mucosa, ansiedade e eixo intestino-cérebro.



ABSTRACT

The increased consumption of meals rich in fat and refined carbohydrates promotes
the development of metabolic changes and induces inflammation in adipose and
lymphoid organs, termed as metainflammation. Moreover, this dietary pattern has
recently been correlated with the development of psychiatric disorders and
inflammatory bowel diseases. Sugar-sweetened beverages (SSBs) are highly
consumed and contain high levels of glucose and fructose, making them a primary
source of added sugar in Western diets. We aimed to investigate whether chronic SSB
consumption could trigger intestinal and behavioral alterations. To test this hypothesis,
we employed an experimental model using C57BL/6 mice fed an AIN93G diet
supplemented with either a sugary drink (30% mixture of glucose and fructose in a
45:55 ratio) or filtered water. Anxiety-like behavior, metabolism, and intestinal disorders
were evaluated at the 8th week. Mice receiving SSB did not exhibit differences in
weight gain but showed higher fasting glycemia. Additionally, they demonstrated
reduced anxiety-like behavior and increased compulsive behaviors as assessed by the
light/dark test and marble test, respectively. However, no differences in mesenteric
lymph node cell populations were observed using flow cytometry. After inducing colitis
with 1% DSS, mice consuming SSB showed more severe disease outcomes following
chronic sugar consumption. This included worse clinical scores with increased weight
loss, diarrhea, and bleeding, as well as more severe inflammatory scores based on
histological parameters and altered microbiota. The SSB consumption drives reduced
mesenteric lymph node cell populations. Furthermore, PCR analysis revealed
alterations in epithelial cell renewal molecules mRNA expression. In conclusion, our
findings suggest that chronic consumption of SSB affects behavior, induces metabolic

changes, and exacerbates inflammatory bowel disease in C57BL/6 mice.

Keywords: Sugar-sweetened beverage, inflammatory bowel disease, mucosal

immunology, anxiety and gut-brain axis.
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1 ESTADO DA ARTE

1.1 Bebidas acucaradas e saude metabdlica

A alta ingestao de calorias, majoritariamente provenientes de gorduras saturadas
e carboidratos refinados, estd associada ao consumo elevado de sédio e a baixa
ingestao de fibras, vitaminas e minerais, e vém sendo relacionada a um processo
inflamatorio sistémico de baixo grau, denominado metainflamacdo (AGUIAR et al.,
2018; BURR et al., 2023; LEE; DIXIT, 2020). Embora frequentemente vinculada a um
comportamento alimentar inadequado, a prética reduzida de exercicios fisicos, ao
sobrepeso e a obesidade, a metainflamacao também pode ocorrer em individuos com
0 peso considerado adequado segundo as classificacdes do indice de massa corporal
(IMC), mas que apresentam um aumento significativo na adiposidade corporal,
condicdo conhecida como obesidade de peso normal (FRANCO; MORAIS;
COMINETTI, 2016). Esse conceito refor¢ca a importancia de se avaliar a composicéo
corporal, uma vez que o aumento excessivo da adiposidade, mesmo em individuos
com peso adequado de acordo com o IMC, predispbe ao desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), como a diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFLD, do inglés, Non-Alcoholic Fatty Liver
Disease), doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (FRANCO; MORAIS;
COMINETTI, 2016; WANG et al., 2022; WILLETT, STAMPFER, 2013).

Dietas desbalanceadas, baseadas principalmente em gorduras e acucares,
juntamente com o sedentarismo, sdo fatores determinantes para o aumento da
adiposidade corporal. Neste contexto, as bebidas acucaradas (do inglés, sugar-
sweetened beverages — SSB) representam a maior fonte de agucares adicionados na
alimentacdo ocidental e sdo definidas pelas Diretrizes Dietéticas Americanas como
liquidos adocados com acucares que aumentam a densidade energética total da dieta
(BRAY, 2008; JIN, 2016). Entre as SSBs incluem-se refrigerantes, bebidas a base de
frutas, e bebidas esportivas e/ou energéticas, nas quais o adogante mais comumente
utilizado é o xarope de milho rico em frutose (do inglés, high fructose corn syrup -
HFCS).
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O HFCS é um adocante composto por glicose e frutose, obtido a partir da
isomerizacao enzimatica do amido de milho. Esse processo foi desenvolvido por volta
de 1970, é um processo de baixo custo e capaz de entregar como produto final um
composto com alto poder adogante com capacidade de aumentar a durabilidade dos
produtos. Assim, tornou-se popular ndo sO6 nos Estados Unidos, onde foi
desenvolvido, mas em todo o mundo (BRAY, 2008).

As concentragdes de glicose e frutose no HFCS podem variar, sendo a versao
mais comumente utilizada em bebidas é o HFCS-55, que contém 55% frutose e 45%
glicose (BRAY, 2008; LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023; WANG et al., 2022). O
consumo médio de frutose entre os americanos € de aproximadamente 80g por dia,
resultando em uma adicdo de 330 a 380 calorias diarias, apenas pelo consumo de
alimentos adogcados com HFCS (LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023). De igual forma,
segundo o Ministério da Saude (2022), brasileiros consomem 50% a mais do que o
recomendado pela OMS por dia. Dessa forma, o uso do HFCS em alimentos e
bebidas e, consequentemente, sua contribuicdo para o aumento do consumo de
frutose tornam-se evidentes, reforcando a necessidade de compreender 0os impactos
do consumo desse adocante na ingestdo caldrica, nos padrdes alimentares e na
fisiologia em geral, especialmente no contexto de consumo crénico.

Glicose e frutose sdo monossacarideos de mesma formula quimica (C1H201)n,
porém sdo metabolizados distintamente. A frutose € absorvida na por¢édo distal do
intestino delgado via transportador independente de insulina, o GLUT5 (do inglés,
glucose transporter 5) (BRAY, 2008). Dentro da célula, a frutose é fosforilada pela
frutoquinase (do inglés, fructokinase — KHK) e liberada na circulagdo sistémica via
GLUT2 (do inglés, glucose transporter). Por sua vez, a glicose € absorvida na porcéo
inicial do intestino delgado via SGLT-1 (do inglés, sodium glucose transporter 1) e é
metabolizada pela fosfofrutoquinase (do inglés, phosphofructokinase — PFK). A
expressdo de SGLT-1 é regulada em resposta as concentracfes de glicose no limen
intestinal (MERINO et al, 2019).

O metabolismo de frutose envolve gasto de adenosina trifosfato (ATP) e,

diferentemente da glicose, ndo possui mecanismos de feedback negativo.
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Consequentemente, em situacbes de altas concentracbes de frutose no lumen
intestinal, o ATP intracelular é rapida e transitoriamente depletado, gerando maior
ativacdo de da AMP (adenosina monofosfato) deaminase (LUBAWY;
FORMANOWICZ, 2023; STALTNER et al., 2023). No figado, a desregulacédo
metabdlica gerada pelo excesso de frutose circulante promove aumento dos
processos lipogénicos e a inibicdo da oxidacéo de lipideos, favorecendo o acumulo de
gordura nas células hepéticas (BRAY, 2008; LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023;
STALTNER et al., 2023; WANG et al., 2022). A metabolizacdo excessiva de frutose
estd associada ao aumento da inflamacao, do estresse oxidativo e da hiperuricemia
(LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023).

O consumo excessivo de frutose, especialmente por meio das SSBs, também
esta associado ao aumento da ingestdo alimentar, pois a frutose ndo sinaliza
saciedade ao sistema nervoso central (SNC) nem estimula a liberacdo de insulina
pelas células B pancreaticas, uma vez que o transportador de glicose responsavel
pela absorcdo de frutose, o GLUT5, ndo é expresso por ceélulas cerebrais ou
pancreéticas. Além disso, a presenca de frutose inibe a liberacdo de leptina pelos
adipécitos, agravando ainda mais a auséncia de saciedade (BRAY, 2008). Assim, por
ndo gerar saciedade de forma eficiente, como a glicose ou outros tipos de
carboidratos, e por causar distirbios no metabolismo hepético de nutrientes,
estimulando a sintese de triglicerideos, de fosfolipidios e a diminuicao da liberacao de
hormdnios anorexigenos e citocinas reguladoras, o consumo excessivo de frutose tem
sido relacionado ao aumento da adiposidade visceral, a resisténcia a insulina e ao
aumento da sintese de leptina, levando a condicbes como obesidade, DM2,
hipertensdo, doencas cardiovasculares e sindrome metabdlica (BRAY, 2008;
LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023; STALTNER et al., 2023; WANG et al., 2022).

1.2 Os nutrientes e o0 sistema imune de mucosa

Os nutrientes desempenham fun¢des metabdlicas e imunoldgicas importantes.

Os aminoécidos, carboidratos, lipideos e diversas vitaminas obtidos através da dieta
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sdo capazes de interagir com as células do sistema imune residentes no intestino,
sendo essa interacdo extremamente importante para a organizacdo da resposta
imune. Um exemplo classico é o maior risco de desenvolver doengas infecciosas em
individuos que apresentam quadros de desnutricdo energético-proteica (FARIA et al.,
2013). Considerando que o intestino € o maior 6rgdo imune secundario e que
representa a maior area de contato com antigenos externos, entende-se a
complexidade desse sistema e a necessidade de uma regulagdo precisa para
manutencao da integridade intestinal e a preservacdo de um ambiente tolerogénico,
visando o equilibrio de suas funcdes (FARIA et al., 2013).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém buscado entender como os nutrientes se
relacionam com os processos bioldégicos de remodelacdo do epitélio intestinal e da
resposta imune (CHRIST;, LAUTERBACH; LATZ, 2019; SEROUSS, 2019; KINASHI;
HASE, 2021; LEE; DIXIT, 2020; AGUIAR, 2004). O tecido linfoide associado ao
intestino, conhecido como GALT (do inglés, Gut-Associated Lymphoid Tissue - GALT)
€ composto por células residentes na lamina propria, pelos linfécitos intraepiteliais (do
inglés, intraepithelial lymphocytes - IEL) e pelas células localizadas nos linfonodos
mesentéricos (LNM) e nas placas de Peyer’s, espalhadas ao longo de todo o intestino
delgado (QI; TESTER, 2020). A homeostase intestinal € mantida pela presenca de
células T reguladoras (Tregs) e por mecanismos de protecdo a mucosa intestinal,
como: producdo de muco, de IgA secretéria (do inglés, secretory immunoglobulin A) e
ativacdo de ceélulas anti-inflamatorias, como macrofagos e células dendriticas
CD103+, que auxiliam na diferenciacdo de células TCD4 em Tregs na presenca TGF-
B e acido retindico (RA) (AGUIAR et al., 2018; MUCIDA et.al., 2011);

N&o apenas a ingestéo de alimentos, mas principalmente a qualidade nutricional,
exerce influéncia na diferenciacdo das células do sistema imune e na liberacédo de
citocinas no microambiente intestinal (AGUIAR et al., 2018b; DARIA ESTERHAZY:
DANIEL MUCIDA, 2019; FARIA et al., 2013). Por exemplo, o estresse oxidativo
gerado pelo alto consumo de bebidas contendo frutose esta diretamente relacionado
ao aumento nas concentracbes de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1B

(Interleucina - 1), IL-6 (Interleucina - 6) e TNF-a (do inglés, tumor necrose factor - a)
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(LUBAWY; FORMANOWICZ, 2023). De forma similar, o consumo excessivo de
refeicbes ricas em gorduras saturadas, carboidratos refinados e sodio induz um
processo inflamatdrio tanto no intestino quanto em outros tecidos (AGUIAR et al.,
2018; BURR et al., 2023; CHRIST; LAUTERBACH; LATZ, 2019; DARIA ESTERHAZY:
DANIEL MUCIDA, 2019; HELENE SEROUSS, 2019; KAWANO et al., 2022; LEE;
DIXIT, 2020). Em contrapartida, dietas ricas em lipideos mono e poli-insaturados (do
inglés, monounsaturated fatty acids - MUFA; do inglés, poliunsaturated fatty acids -
PUFA, respectivamente) estdo associadas a protecdo metabdlica, promovendo
melhora na resisténcia a insulina, ao estimular a diferenciacdo de células proé-
resolutivas/anti-inflamatérias e a liberacdo de adipocinas, bloqueando a liberacdo de
citocinas inflamatérias como IL-1a (Interleucina - 1a), IL-13 e IL-6 (FARIA et al., 2013).

A microbiota é um ecossistema complexo composto por bactérias, fungos,
protozoarios e virus. Tais microrganismos colonizam a maior parte dos tecidos
epiteliais no corpo humano, sendo o intestino grosso o local de maior concentracdo de
microrganismos, contendo cerca de 1011 microrganismos por grama de conteudo
intestinal (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011). A microbiota intestinal pode ser
modificada a partir dos componentes da dieta, consumo de aditivos alimentares, pré
ou probidticos, por contaminagdo com microrganismos externos, uso de antibioticos
e/lou outros medicamentos (ABIEGA-FRANYUTTI; FREYRE-FONSECA, 2021;
KAWANO et al., 2022b; TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011).

A definicdo de microbiota intestinal saudavel ainda € um desafio, uma vez que a
composicdo de microrganismos pode variar expressivamente entre individuos além
das limitacdes metodoldgicas que impedem a identificacdo de algumas espécies de
microrganismos (WINTER; BAUMLER, 2023). Contudo, o consumo de dietas ricas em
acucares e/ou gorduras estao relacionadas ao desenvolvimento de disbiose intestinal,
uma condicdo caracterizada pela reducdo na diversidade, pela auséncia de
microrganismos simbioticos ou pela presenca de microrganismos potencialmente
prejudiciais, levando a efeitos deletérios a saude do hospedeiro (ABIEGA-
FRANYUTTI; FREYRE-FONSECA, 2021; CHEN et al., 2023; KAWANO et al., 2022b;
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TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011; USUDA; OKAMOTO; WADA, 2021;
WINTER; BAUMLER, 2023).

A microbiota intestinal interfere na diferenciacdo, ativacdo e direcionamento da
imunidade intestinal, principalmente ao que diz respeito ao metabolismo de linfocitos T
e de células linfoides inatas do tipo 3 (do inglés, type 3 innate lymphoid cells — ILC3).
Um perfil de microbiota saudavel é caracterizado pela producdo de muco e acidos
graxos de cadeira curta (do inglés, short-chain fatty acids — SCFA), que atuam de
maneira anti-inflamatoria e reguladora, diminuindo a diferenciacdo de células Th17
com fendtipo inflamatério (ABIEGA-FRANYUTTI; FREYRE-FONSECA, 2021). Por
outro lado, a disbiose intestinal pode resultar na liberacdo aumentada de citocinas
pro-inflamatorias, causar lesdes na mucosa intestinal e aumentar a permeabilidade,
facilitando a translocacdo bacteriana (CHEN et al., 2023; KAWANO et al., 2022b;
USUDA; OKAMOTO; WADA, 2021).

Um estudo conduzido por Kawano (2022) mostrou que camundongos
alimentados com dieta rica em gordura (do inglés, high fat diet — HFD) ou HFD com
adicdo de 10% sacarose apresentaram quebra da homeostase imune intestinal,
evidenciada pela reducdo de bactérias segmentadas filamentosas (do inglés,
segmented filamentous bacteria - SFB), que séo relacionadas a geracédo de células
Th1l7 com caracteristicas mais reguladoras. Esses animais também apresentaram
piora nos parametros relacionados a sindrome metabdlica, como o aumento da
resisténcia a insulina, quando comparados com camundongos alimentados com dieta
convencional. Outro estudo mostrou que animais submetidos a uma dieta com
restricdo em fibras (do inglés, fiber-deprived diet — FD) apresentaram redugao na a-
diversidade e, ao nivel de filo, uma reducao significativa em Bacteroidetes e aumento
em Proteobacteria, em comparacdo com animais tratados com dieta convencional.
Além disso, os animais FD apresentaram integridade da barreira epitelial prejudicada,
com niveis reduzidos de proteinas de juncao (do inglés, tight junctions) como occludin
e zonula occludens (ZO-1), resultando em aumento da permeabilidade intestinal (SHI
et al., 2021). Esse aumento na permeabilidade foi acompanhado por inflamacéao

exacerbada, tanto local quanto sisttmica, com maiores niveis de expressdo de
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citocinas inflamatorias, como TNF-q, IL-6 e IL-1B3, no célon e no plasma (SHI et al.,
2021).

1.3 O eixo intestino-microbiota-cérebro

O eixo intestino-microbiota-cérebro (eIMC) € uma via de comunicagao
bidirecional que envolve mediadores hormonais, neurais e imunol6gicos, como o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), o sistema simpatico-suprarrenal, nervo vago,
citocinas, neuropeptideos, SCFA e triptofano (WACHSMUTH; WENINGER; DUCA,
2022). O elMC desempenha papel essencial na regulacdo do comportamento
alimentar. A regulacédo do apetite envolve sinais originados no intestino em resposta a
ingestdo ou auséncia de alimentos, estes sinais se comunicam com O sistema
nervoso central (SNC), através do nervo vago e de peptideos intestinais como GLP-1,
PYY, grelina e colecistoquinina (CCK) (MORAN; THAPALIYA, 2021). Em resposta, o
cérebro coordena as percepcdes de fome e saciedade, controlando a ingestdo
alimentar, o gasto energético e a homeostase da glicose (ABIEGA-FRANYUTTI;
FREYRE-FONSECA, 2021; WACHSMUTH; WENINGER; DUCA, 2022).

Além da sua funcdo no controle alimentar e na ingestdo energética, o eIMC
desempenha um papel importante nos processos de regulagdo comportamental. A
serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € um neurotransmissor muito conhecido por
sua acao no sistema nervoso central (SNC), onde regula o sono, o humor e também o
apetite. Curiosamente, cerca de 95% da 5-HT é produzida pelas células
enterocromafins (EC) no trato gastrointestinal (TGI), em resposta a microbiota
intestinal e seus metabdlitos. E, além de sua fungdo no SNC, a 5-HT age no intestino
influenciando processos de mobilidade intestinal, resposta imune e neurogénese,
participando como um mensageiro paracrino na interacdo entre células imunes e
neurénios entéricos, com papel importante nos processos de inflamacao intestinal
(GRONDIN; KHAN, 2024; NAJJAR; HUNG; MARGOLIS, 2023; YU et al., 2022).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define saide como um conceito mais

abrangente, considerando-a como o completo bem-estar fisico, mental e social, e ndo
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apenas como auséncia de doenca ou enfermidade fisica (Ministério da Saude, 2020).
Neste contexto, a ansiedade € uma reacao natural do corpo que ajuda a manter o
foco e o estado de alerta a partir da ativacdo do eixo HPA. Porém, quando percebida
de maneira persistente e exacerbada, a ansiedade se torna patoldgica, reduzindo
consideravelmente a qualidade de vida do individuo, que passa a apresentar
preocupacao, apreensado e nervosismo excessivos, além de manifestacdes clinicas
como sudorese excessiva, insdnia, alteracdo no apetite e taquicardia (AUCOIN et al.,
2021). Segundo a OMS, em 2019, 970 milhdes de pessoas conviviam com algum tipo
de transtorno psiquiatrico em todo o mundo, dessas 31% diagnosticadas com
transtorno de ansiedade (WHO, 2022). Entre brasileiros, a ansiedade atingia no
mesmo ano 27,4% da populacdo, sendo as mulheres a parcela mais afetada (32,5%)
(DA COSTA et al., 2019). Embora a etiologia dos disturbios psiquiatricos ainda nao
esteja completamente elucidada, evidéncias recentes tém apontado para a relacéo
entre o padrdo alimentar ocidental e o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos,
como distarbios do humor, do sono, transtorno de ansiedade generalizada e
depressao (AUCOIN et al., 2021; GOMES et al., 2020).

A microbiota humana é uma comunidade complexa que se relaciona
simbioticamente com o hospedeiro, estando associada a manutencdo da saude,
metabolismo de fibras e outros nutrientes ndo digeriveis no trato gastrointestinal,
sintese de vitamina K, &cidos biliares e maturagdo do sistema imune (MAGNE et al.,
2020). A composicao da microbiota intestinal € modulada pela dieta e conta com,
aproximadamente, 100 trilhdes de microrganismos e mais de 5.000 espécies distintas
(BEAM; CLINGER; HAO, 2021), sendo que mais de 90% da comunidade total é
representada pelos filos Firmicutes e Bacteroidetes (MAGNE et al., 2020). Os filos
bacterianos Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria sdo os mais predominantes no
intestino, sendo que maior abundéancia de Bacteroidetes e menor abundéancia relativa
de Firmicutes e Proteobacteria estdo associadas a perfis de microbiota intestinal
saudavel (CHEN et al., 2023; TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011; USUDA;
OKAMOTO; WADA, 2021; WINTER; BAUMLER, 2023).
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Para além da relacdo entre maus habitos alimentares e desenvolvimento de
doencas cronicas nao transmissiveis, tem sido crescente o niumero de estudos que
relacionam a nutricdo e saude mental, principalmente pela compreensdo do papel
desempenhado pelo eIMC. Um estudo observou que o tratamento com dieta rica em
fibras, além de melhorar o metabolismo de glicose e lipideos, aumentou a abundancia
relativa de bactérias da microbiota intestinal produtoras de SCFAs e atenuou 0s
sintomas associados a depressdo e ansiedade em individuos adultos portadores de
DM2 tratados com a dieta (CHEN et al., 2023). A exposi¢cdo a alimentos ricos em
acucares prejudica a funcdo hipocampal e pré-frontal do cérebro e intensifica os
processos neuroinflamatorios (GOMES et al., 2020). Perfis saudaveis de microbiota
intestinal desempenham fung¢des neuroprotetivas, por outro lado, alteragbes negativas
na microbiota intestinal podem levar ao aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e provocar neurodegeneracdo (SHANDILYA et al., 2022).

Estudos mostram que transtornos psiquicos sdo bastantes prevalentes entre
pacientes com doencas cronicas (AUCOIN et al., 2021; WANG et al., 2024), estima-se
que 1/3 dos pacientes afetados com DIl apresentem ansiedade e Y4 apresentem
depressdo (BARBERIO et al., 2021). A inflamacao intestinal associada a disbiose
pode favorecer o desenvolvimento de doencas inflamatorias intestinais (DIIs)
cronicas, que por sua vez pode contribuir para o desenvolvimento de distarbios
psiquiatricos, como a ansiedade e depressao (SERRA; ALMEIDA; DINIS, 2019).
Embora nos dltimos anos a literatura tenha sido enriquecida com discussdes sobre o

elMC, a relagéo entre intestino e cérebro ainda ndo esta totalmente compreendida.

1.4 Doencgas inflamatdrias intestinais

As Dlls sédo desordens idiopaticas crbénicas e recorrentes (SERRA; ALMEIDA,
DINIS, 2019). Uma revisdo sistematica apontou para o crescente aumento da
incidéncia e a prevaléncia de Dlls no século XXI em todo o mundo, principalmente

entre paises que apresentam consumo elevado de produtos industrializados, ricos em
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gorduras e aguUcares, associados a altas taxas de sedentarismo (NG et al., 2017),
colocando as Dlls como um grave problema de saude global.

Entre as DlIs mais comuns estao a Colite Ulcerativa (do inglés, ulcerativa colitis
— UC) e a Doenca de Chron (do inglés, Chron Disease - CD), que se diferem no que
diz respeito a extensdo das lesfes inflamatérias (GUAN, 2019). A inflamacé&o
caracteristica da UC acomete toda extensdo do intestino grosso e reto, envolvendo
especificamente mucosa e submucosa, sem éareas livres de inflamag&o. J4 na CD,
todo o trato gastrointestinal pode ser afetado, sendo mais prevalente na porcao distal
do intestino delgado - o ileo, intestino grosso e reto, e todas as camadas intestinais
(mucosa, submucosa, muscular e serosa) podem ser afetadas pela inflamacao, porém
na CD pode haver &reas livres de inflamacao. As manifestacdes clinicas de ambas as
doencas incluem periodos de exacerbacdo e remissao, diarreia muco-sanguinolenta,
urgéncia evacuatoria, dor abdominal, febre, inapeténcia, fraqueza e perda de peso. O
diagnéstico é realizado por meio de colonoscopia, retossigmoidoscopia, biopsia e
exames laboratoriais (GUAN, 2019).

Diversos estudos discutem o papel dos nutrientes no desfecho das DllIs. Por
exemplo, um estudo mostrou que dietas ricas em sal aumentam a inflamacéo
intestinal, ao estimular a ativacdo de células Th1l7, exacerbando a UC induzida por
DSS (do inglés, Dextran Sulfate Sodium) (AGUIAR et al., 2018). Animais tratados com
diferentes concentracdes de sacarose, seja na dieta ou na bebida, apresentavam
piores respostas quando desafiados com DSS para inducdo de UC (BURR et al.,
2023).

Embora a patogénese das Dlls ainda ndo seja completamente compreendida,
sabe-se que os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das desordens incluem a
guebra da homeostase imunologica intestinal (MUCIDA et. al., 2011; GUAN et. al.,
2019). A presenca de Tregs é um importante marcador para homeostase intestinal, e
alguns estudos sugerem que a presenca de Tregs no intestino suprime o
desenvolvimento de colite ulcerativa (MUCIDA, et. al, 2011). Em contrapartida, alguns
estudos tém levantado hipéteses sobre um possivel papel protetor das células Treg (T

reguladoras) no desenvolvimento da UC (VAN, 2023). Por exemplo, as citocinas IL-22
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(interleucina 22), IL-17A, IL-17F e GM-CSF (do inglés, granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) desempenham uma duplicidade de funcbes, pois embora
sejam importantes na protecéo do individuo contra patdogenos extracelulares, também
estdo associadas as respostas inflamatoérias observadas nas doencgas inflamatorias,
como é o caso das Dlls por levar a diferenciacao de células Th17 com perfil mais pro-
inflamatorio (MUCIDA, 2011).

O contexto do microambiente intestinal define como ocorrera a diferenciacdo de
células Thl7, determinando se essas células apresentardo fenétipo mais regulatério
ou pro-inflamatorio. Por exemplo, células Th1l7 podem ter sua diferenciacéo iniciada a
partir da presenca de IL-6 ou por TGF-B (do inglés, transforming growth factor). Na
colite experimental, um dos modelos mais bem caracterizados é a transferéncia de
células T naive em camundongos RAG-/-. O ambiente linfopénico do camundongo
knockout (KO) favorece a proliferacdo e diferenciacdo das células TCD4 naive do

doador no hospedeiro. Na presengca de IFN-7 e IL-17, as ceélulas TCDA4+,
expressando T-bet e RORvt, diferenciam-se em células Thl ou Th17,

respectivamente, e migram como células efetoras para o intestino e outros tecidos,
desencadeando o processo inflamatério envolvido no desenvolvimento das Dlls
(MUCIDA, 2011).

A literatura cientifica apresenta resultados inconclusivos sobre os efeitos do
consumo cronico de SSB no desenvolvimento da resposta inflamatdéria intestinal e na
regulacdo do comportamento. O eixo intestino-microbiota-cérebro surge como um
possivel ponto de convergéncia entre saude fisica e mental. Sabendo da importancia
da dieta na modulacdo da resposta imunolégica e da microbiota intestinal, &
fundamental investigar a possivel relacdo entre o consumo excessivo de SSB com
frutose e o0 desenvolvimento de distarbios comportamentais, bem como a

susceptibilidade a doencgas inflamatorias intestinais.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Investigar o impacto do consumo crénico de bebida acucarada no eixo intestino-
cérebro no contexto fisioldégico e durante um processo inflamatério em camundongos
C57BL/6.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar se o consumo cronico de bebida adocada tem influéncia na
morfologia intestinal;

- Analisar a frequéncia de células TCD4+ nos linfonodos mesentéricos e no baco
apos consumo crénico de bebida agucarada;

- Avaliar a microbiota intestinal apds o consumo crénico de bebida acucarada.

- Avaliar se o consumo crénico de bebida acucarada € capaz de alterar o
comportamento inato dos roedores;

- Determinar se o0 consumo cronico da bebida agucarada agrava o

desenvolvimento da colite experimental;
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3 METODOLOGIA

5 o 5
| | il -l
PN ; -
| | I LI | I ] dias I | | | | | | | |
Aferi¢do do peso corporal e consumo Aferi¢ao do peso corporal e consumo
0 semanalmente ; 8 2 0 diariamente 7
Inicio do Glicemia em jejum; Apés 8 semanas, 1% de Eutanésia (coleta
tratamento Testes de DSS foi adicionado a analise tecidual e
com SSB; comportamento bebida ofertada sorologica)
Glicemia em Eutandsia (coleta e
jejum. analise tecidual e
sorolégica) B
Figura 1. Desenho experimental.
3.1 Animais

Camundongos machos C57BL/6, entre 6 a 8 semanas de idade, foram
mantidos no biotério do Laboratorio de Imunobiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais
em gaiolas coletivas com no maximo 5 animais. Este estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo 126/2020.

3.2 Dieta experimental e bebida agucarada

Os experimentos tiveram duracdo de 8 semanas, onde os animais foram
tratados com dieta American Institute of Nutrition-93G (AIN-93G) (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993) (Tabela 1) e agua ou SSB ad libitum. Dessa forma, foram
formados dois grupos: a) AIN93G + agua (controle); b) AIN93G + SSB (experimental).



Tabela 1. Formulag&o da dieta American Institute of Nutrition-93G (AIN-93G) (REEVES; NIELSEN;

FAHEY, 1993).

7

A SSB é composta por agua filtrada adicionada de glicose e frutose na

propor¢cdo de 45:55, respectivamente (GONCALVES et al.,

AIN-93G

INGREDIENTES

AMIDO DE MILHO
CASEINA

AMIDO DEXTRINIZADO
ACUCAR CRISTAL

OLEO DE SOJA

CELULOSE

MIX MINERAL

MIX VITAMINICO
L-CISTINA

BITARTARATO DE COLINA
BHT

8/Kg
397,48
200
132
100
70
50
35
10
3
2,5
0,014
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Em uma

concentracdo de 30% para mimetizar o consumo de SSB contendo xarope de milho

rico em frutose (do inglés, High Fructose Corn Syrup, HFCS-55).

3.2.1 Inducao da Colite por DSS

Apoés 8 semanas, a colite ulcerativa foi induzida pela adicdo de DSS a 1% na

agua por um periodo de 7 dias. Para isso, 0s 2 grupos iniciais foram subdivididos da

seguinte forma:

a) Grupo Agua

b) Grupo Agua + DSS

c) SSB
d) SSB + DSS
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O peso corporal dos animais foi aferido diariamente juntamente com a
presenca de diarreia e/ou sangramento. O consumo de SSB e agua foi medido a cada

dois dias.

3.3 Peso corporal e composicao corporal

O peso corporal dos animais foi aferido no mesmo dia da semana e horario
durante todas as 8 semanas de experimento. A temperatura do biotério foi controlada
em aproximadamente 27°C para garantir que a temperatura corporal dos animais se

mantivesse constante.

O ganho de peso médio de cada grupo foi avaliado e expresso pela

comparacao entre o peso final de cada animal e o peso inicial.
Apeso = peso final — peso inicial

Para que fosse possivel avaliar a composicdo corporal, os animais foram
pesados no momento da eutanasia e, apés, o tecido adiposo epididimal foi retirado e
pesado para célculo do indice de adiposidade a partir da seguinte férmula:

tecido adiposo epididimal (g)

0 [ 3 =
Y% adiposidade peso corporal (g)

3.4 Obtencéo do Soro

Os animais foram anestesiados intraperitonealmente utilizando 100-150uL de
uma solucdo contendo 25% de Cloridrato de Quetamina 10% e 25% Xilazina 2% e
50% de salina fisiologica. O sangue foi coletado através de pulsdo cardiaca,
transferido para microtubos e centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos para
separacdo do soro, seguido da coleta e armazenamento a -25°C para analises

posteriores. uL

3.5 Caracterizacao do perfil metabdlico
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3.5.1 Caracterizacao do perfil glicémico

A glicemia basal dos animais foi avaliada com a medida da glicemia ap6s 6
horas de jejum na semana inicial e na final do experimento utilizando glicbmetro On
Call Plus (ACON Laboratories, Inc. San Diego, USA). A glicemia pdés-prandial foi
caracterizada por meio da analise do soro obtido e com a utilizacdo do Kit Bioclin
(referéncia K082-2), seguindo as orientacbes do fabricante. Apdés o periodo de
incubacgéo, a absorbéancia das solugdes foi lida em 490nm e com os valores obtidos

realizou-se as seguintes equacoes:

Gl ] (mg) (absorbancia da amostra) « 100
reema dL (absorbancia do padrao)

A glicosuria foi mensurada pela medida da glicemia presente na urina dos
animais utilizando glicometro On Call Plus (ACON Laboratories, Inc. San Diego, USA)

no momento da eutanasia.

3.5.2 Caracterizacao do perfil lipidico

O perfil lipidico foi caracterizado pelos niveis de triglicerideos e colesterol total
sérico, avaliados no soro obtido e pela utilizacdo do Kit Bioclin (referéncia K117 e
K083, respectivamente), seguindo as orientagdes do fabricante. Apés o periodo de
incubacéo, a absorbéancia das solugfes foi lida em 490nm e com os valores obtidos

realizou-se as seguintes equacoes:

Trialicérid (mg) (absorbancia da amostra) 100
rigHeentaes g (absorbancia do padrao)

* 200

mg) (absorbancia da amostra)

Colesterol Total ( L

(absorbancia do padrao)
3.6 Analises Histologicas

3.6.1 Coleta e fixacao dos tecidos
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ApOs eutanasia, as porcdes distais do ileo e do intestino grosso foram retiradas
e fixadas em solucdo de formol 10% por 24h. ApGs esse periodo, foram imersas em
alcool 70% até a data do processamento. Durante o processamento, foram imersos
em xilol e incluidos em parafina para formacgéo de blocos com os seus fragmentos. Os
cortes histolégicos foram realizados com 4um de espessura. A parafina foi retirada em
estufa a 96°C por 15 minutos para coloracdo. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e escaneadas para analise das vilosidades intestinais e
criptas. O software Case Viewer foi utilizado para analise da morfometria intestinal.

3.6.2 Analises morfoldgicas do intestino delgado.

As imagens foram obtidas em aumento de 20x para avaliacdo da morfometria
dos vilos e profundidade das criptas do intestino delgado, especificamente da por¢éo

distal do ileo.

Para morfometria das vilosidades, foram consideradas cinco vilos integros por
seccao histoldgica de 500um, descontando-se as criptas, de 5 campos diferentes por
animal. O resultado foi expresso pela média de 25 vilosidades de cada amostra. Para
a profundidade das criptas, foram consideradas 5 criptas integras a esquerda dos
vilos medidos, medidas desde o seu apice até o final da glandula (Figura 1).

e St : 7 =7

Figura 2. Morfologia do intestino delgado (ileo) em aumento de 20x.

3.6.3 Andlises morfolégicas do intestino grosso.



35

As imagens foram obtidas em aumento de 20x para avaliacdo da profundidade
das criptas do intestino grosso. Para isso, foram selecionadas 5 criptas integras por
secgao histologica de 500um de 5 campos diferentes por animal. O resultado foi

expresso pela média de 25 vilosidades de cada amostra (Figura 2).

Figura 3. Morfometria do intestino grosso em aumento de 20x.

3.6.4 Analise Histologica na Colite Ulcerativa

A andlise da estrutura morfolégica das criptas intestinais foi realizada avaliando
o estado de conservacdo do epitélio intestinal e verificando a presenca ou auséncia
de degradacdo tecidual. Com base nessa avaliacdo, foi calculada a area lesada
decorrente do desenvolvimento da colite ulcerativa.

A area lesada foi obtida pela extensao total de tecido histologico por animal e a
extensao total das areas comprometidas pela colite (quando presente), isto €, areas
com auséncia de tecido epitelial. Para normalizar os resultados, os valores
percentuais das areas lesadas foram calculados utilizando a seguinte férmula:

lesdo (um) = 100
intestino grosso (um)

% area lesada =

3.7Avaliacdo da doenca
3.7.1 Avaliacdo macroscopica da Colite Ulcerativa - Escore Clinico

Para avaliacdo macroscopica da doenca foram avaliados trés parametros no

sétimo dia de oferta do DSS: perda de peso total, presenca de diarreia e sangramento
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retal. Os parametros foram classificados como descrito por Cooper e colaboradores
(1993).

A perda de peso foi calculada como a diferenca percentual entre o peso inicial e o
peso final. A diarreia foi definida como a auséncia de formacéo de pellets fecais e a
presenca de material fecal fluido no célon. O sangramento por sua vez foi definido a
partir da observacéo visivel de sangue nas fezes e/ou no reto. Os trés parametros
foram avaliados separadamente, sendo pontuados da seguinte forma: 1) perda de
peso (0: normal; 1,2,3 e 4: 1-5%, 6-10%, 11-15%, >15%, respectivamente); 2) diarreia
(0: normal; 2: moderada; 4: severa); 3) sangramento (0: ausente; 2: moderado; 3:
severo). Para o escore clinico, somou-se a pontuacédo de cada item podendo totalizar

0 maximo de 12 pontos.

3.7.2 Escore inflamatorio da Colite Ulcerativa

O escore inflamat6rio foi realizado em método semiquantitativo de acordo com
o descrito por McCafferty e colaboradores (2000), onde as caracteristicas teciduais
foram classificadas em: 1) destruicdo da arquitetura da mucosa (0: normal; 1,2 e 3:
dano leve, moderado e severo, respectivamente); 2) presenca ou auséncia de
infiltrado celular (0: normal; 1,2 e 3: infiltracdo leve, moderada e intensa); 3)
espessura do tecido muscular (0: normal; 1,2 e 3: espessamento leve, moderado e
extenso); 4) presenca ou auséncia de abscessos na cripta (0: ausente; 1: presente). O

escore de cada item foram somados e a pontuacdo maxima era de 12 pontos.

3.8 RT-qPCR

Para a RT-gPCR (do inglés, real time quantitative Polymerase Chain Reaction)
foram utilizados primers especificos para os genes alvo desenhados a partir do banco
de dados gPrimerDepot (CUI; TAUB; GARDNER, 2007)e genes de expressao
enddgena, ou controles, como Hprt e Gapdh (SIKAND et al., 2012). Para visualizagéo
e analise preliminar dos dados obtidos, foi utilizado o equipamento 7900HT System da

Applied Biosystems utilizando o software SDSv2.4 da Applied Biosystems; em
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sequéncia aplicou-se a metodologia de Quantificacdo Relativa (AACT). As sequéncias
dos primers utilizados encontram-se na Tabela 2.
As orientacdes do fabricante para extracdo do RNA das células foram, de forma
simplificada:
a) Homogeneizacdo do tecido com adicdo de TRIzol Reagent (Invitrogen) para
provocar a lise das células.
b) Separacédo do RNA do fenol a partir da adicédo de cloroférmio.
c) Adicao de isopropanol para isolar o RNA.
d) Ressuspensdo do RNA em Agua DNA/RNAse free.

e) Andlise da qualidade do RNA extraido utilizando NanoDrop.

Posteriormente, o RNA extraido foi convertido em cDNA (DNA complementar,
do inglés complementary DNA) a partir da RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher), a partir do cDNA obtido foram realizadas as RT-qPCR.

Foram utilizados o PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher) e os
primers descritos na Tabela 2 para formagdo do mix seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. O mix e as amostras foram plaqueadosem MicroAmp Optical 96-Well
DNA complementar, do inglés complementary DNA Reaction Plate (Applied
Biosystems) que foi posteriormente selada usando MicroAmp Optical Adhesive Film
(Applied Biosystems). Utilizando o aparelho 7900HT System (Applied Biosystems)
realizou-se a RT-qPCR.
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Gene Sequéncia (5" - 3’)
GAPDH GGTGAAGGTCGGTGTGAACT
CTCGCTCCTGGAAGATGGTG
HPRT GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA
AGGGCATATCCAACAACAAACTT
Z0-1 CCAGCTTATGAAAGGGTTGTTC
TCCTCTCTTGCCAACTTTTCTC
Muc2 TGTGGAACCGGGAAGATG
GACCACAGGTATGGTTCTGGA
Htrla TTATCGCCCTGGATGTGCT
GCGTCCTCTTGTTCACGTAGTC
Htrlb TCACATGGCCATTTTTGACT
CAGTTTGTGGAACGCTTGTT

Tabela 2: Primers utilizados para avaliacdo da expressado génica no intestino grosso.

3.9 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para avaliacdo do fendtipo celular e da expresséo
de determinadas moléculas em células extraidas dos linfonodos mesentéricos (LMNS)
e do baco. Essas células foram marcadas e avaliadas para andlise da frequéncia de
células TCD4".

As células foram lavadas com PBS-BSA (0,5% BSA, do inglés, bovine serum
albumin) e incubadas em placa de poliestireno por 20 minutos com Fc-block (anti-
CD16/CD3 — BD Biosciences) a 4°C. Em seguida, lavadas e centrifugadas para entéo
serem adicionadas com 20ul do mix de anticorpos conjugados com fluorocromos
reativos para as moléculas de superficie de interesse. A placa foi incubada por mais
30 minutos a 4°C. Para marcacao intracelular dos fatores de transcricdo Foxp3,

GATA3, RORvt e T-bet utilizou-se o kit comercial de fixagdo/permeabilizacéo (e-

Bioscience) e subsequente incubac&o por 30 minutos a 4°C, ao abrigo de luz. Em
sequéncia, a placa foi lavada e centrifugada e as células foram fixadas com 200ul de
solucdo contendo 1% paraformoldeido por 30 minutos, lavadas novamente e
armazenadas em PBS a 4°C até o momento da leitura no citbmetro de fluxo.

A aquisicdo das amostras foi realizada no FACS Fortessa (BD Biosciences)
acoplado a um computador com o software Diva (BD Biosciences). As populagdes de
interesse foram delimitadas por tamanho e granulosidade (Forward Scatter — FSC X
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Side Scatter — SSC) e 50.000 ou 100.000 eventos foram adquiridos para analise
subsequente utilizando o softwareFlowJo, versdo 10.10.0. Na Tabela 3, estdo
indicados os marcadores utilizados na citometria, bem como o0s respectivos

fluorocromos e marcas.

Marcador | Fluorocromo Marca
L/D Amcyan Invitrogen
CD45 APC eBioscience
CD3 PerCP-Cy5.5 BioLegend
CD4 APC-Cy7 BD Biosciences
T-bet Pacific blue BD Biosciences
RORgt PE BD Biosciences
FoxP3 FITC Invitrogen
Fc-block - BD Biosciences

Tabela 3: Anticorpos utilizados na citometria de fluxo.
3.9.1 Estratégia de analise das populacdes de interesse

As populacdes de interesse foram identificadas a partir da selecdo padrdo para
leucécitos (FSC-A) e granulosidade (SSC-A) e a partir dessa identificacdo as

populacdes positivas e negativas foram separadas de acordo com os marcadores

utilizados (Figura 3).
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Figura 4. Estratégia de andlise para citometria de fluxo. Singlets foram selecionados por forward
scatter height (FSC-H) versus forward scatter area (FSC-A). Em seguida, as células totais foram ent&o
selecionadas por side scatter area (SSC-A) e FSC-A. Selecionamos as células vivas CD45+ e
identificamos as populacdes linfoides a partir da expressdo de CD3+ e CD4+. As subpopulagbes de
linfécitos foram identificadas pela expresséo de Tbet+ (Thl), GATA3+ (Th2), RORyt+ (Th17) e Foxp3+
(Tregs).

3.10 gPCR dos grupos da microbiota intestinal

Para mensuracao dos grupos bacterianos presentes no conteudo intestinal dos
animais foi performada a quantificacdo absoluta por gPCR (do inglés, quantitative
Polimerase Chaim Reaction) (MACKAY, 2004). Foi extraido o DNA total de 0,15
gramas do conteudo intestinal utilizando-se o QIAamp® DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN®, Séao Paulo, Brasil) de acordo com o descrito pelo fabricante. As reacdes,
realizadas em duplicata, usando 10uL do agente intercalante SYBR® Green (Kapa
Biosystems, S&o Paulo, Brasil), 1uL de DNA (12,5 ng), 8,2uL de agua e 0,4uL da
solugéo primers (10uM) que tiveram como alvo regides do gene rRNA 16S, regido

gue confere as assinaturas especificas aos grupos de interesse (Tabela 4). Para o
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controle negativo, foi adicionado 1 pL de agua em substituicio ao DNA. As
condicbes de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto, sendo a captacdo da fluorescéncia feita na
temperatura de 60°C. Todas as reagOes foram realizadas em duplicata no aparelho
CFX 96TM Real time system (BioRad).

Alvo Sequéncia (5’ - 3’) RRN Amplicon TM Referéncia
Eubacteria AAACTCAAAKGAATTGACGG 5.2 180 60 Bacchetti De
CTCACRRCACGAGCTGAC Gregoris et al.,
2011
Filo Firmicutes GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA 6,8 126 60 Guo et
AGCTGACGACAACCATGCAC al.,2008
Filo CRAACAGGATTAGATACCCT 4 240 60 Bacchetti De
Bacteroidetes GGTAAGGTTCCTCGCGTAT Gregoris et al.,
2011
Filo TCGTCAGCTCGTGTYGTGA 54 170 60 KLASE ETAL,
Proteobacteria CGTAAGGGCCATGATG 2015
Filo TACGGCCGCAAGGCTA 3,2 170 60 Bacchetti De
Actinobacteria TCRTCCCCACCTTCCTCCG Gregoris et al.,
2011
Género AGCAGTAGGGAATCTTCCA 57 144 59 (Garcia-
Lactobacillus CACCGCTACACATGGAG Albiach et al.,
2008)
Género GAGAGGAAGGTCCCCCAC 5,2 106 60 Layton et al.,
Bacteroides CGCTACTTGGCTGGTTCAG 2006
Género AAATGACGGTACCTGACTAA 9,4 438 60 Dias et al,
Clostridium CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA 2014
Género Blautia GTGAAGGAAGAAGTATCTGG 52 559 55 KURAKAWA
TTGGTAAGGTTCTTCGCGTT ETAL., 2015

Tabela 4: Primers utilizados para avaliac@o de representantes bacterianos.

A quantificacdo de células bacterianas presentes nas amostras foi realizada a

partir da comparacédo do ct de uma curva padrdo com amostras de DNA conhecido
dos representantes de grupos bacterianos com o ct das amostras de DNA bacterianos
em diluicdo em série com fator 10 (KIM; LIM; LEE, 2013; MOREIRA JUNIOR et al.,
2019). Na comparacédo é determinado o numero de coOpias do gene rRNA 16S em
cada amostra. Para a quantificacdo, o numero de células bacterianas é dividido pela
guantidade de copias do gene rRNA 16S presentes especificamente em cada grupo
analisado. Esse numero foi obtido no banco de dados rrnDB versdo 5.7
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(https://rrndb.umms.med.umich.edu/) (LEE; BUSSEMA; SCHMIDT, 2009; STODDARD

et al., 2015). Os dados utilizados para a analise estatistica representam a

porcentagem em relacdo ao total de bactérias. Os primers e 0s ndameros de rrn

utilizados estao representados na tabela 1.

3.11 Testes comportamentais

Para investigar os efeitos do consumo cronico de SSB no comportamento dos
animais, estes foram submetidos a trés diferentes testes: Caixa Claro/Escuro, Campo

Aberto e Marble Burying Test.

3.11.1 Caixa Claro x Escuro

O teste da caixa claro/escuro foi realizado conforme descrito porMagalhées e
colaboradores (2018). Esse teste € baseado na aversdo natural do camundongo a
locais abertos e iluminados e no comportamento exploratorio espontaneo de roedores
em resposta a estressores leves e tem como funcdo avaliar o comportamento
semelhante a ansiedade (BOURIN; HASCOET, 2003). No ultimo dia de experimento,
cada animal foi alocado individualmente no compartimento escuro da caixa, que conta
com passagens para possibilitar o transito livre entre esta area e a clara. Os
camundongos foram filmados durante os 5 minutos em que exploraram essas secdes
e o0s videos foram avaliados no software EthoVision® XT versdo 12 (Noldus
Information Technology, Utrecht, The Netherlands) (NOLDUS, 2001). Foram
registrados o tempo gasto no compartimento claro, a laténcia, o0 niumero de transi¢gées
e a distancia percorrida na parte clara. Nesse cenario, menor tempo no
compartimento claro e maior laténcia associam-se ao comportamento semelhante a
ansiedade nos animais, assim como a menor distancia percorrida e um menor niamero
de transicdes entre os compartimentos claro e escuro (BOURIN; HASCOET, 2003;
COSTALL et al., 1989).


https://rrndb.umms.med.umich.edu/
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3.11.2 Campo Aberto

7z

O teste de campo aberto é frequentemente utilizado para investigar o
comportamento exploratério, o comportamento semelhante ao ansioso e a atividade
locomotora geral. Para aplicacdo do teste, os animais foram avaliados
individualmente. Eles foram colocados no centro de um aparato constituido por uma
caixa de madeira (camara quadrada de 30 cm? e altura de 18,5 cm). A &rea central foi
definida como a regidao de 10 x 10 cm no centro do campo. Os animais foram filmados
durante um periodo de 5 (cinco) minutos de exploracéo e os videos foram analisados
utilizando o software EthoVision® XT versdo 12 (Noldus Information Technology,
Utrecht, The Netherlands) (LIM et al., 2001; NOLDUS, 2001). Foram analisados o
tempo na &rea central, o numero de entradas na area central, nUmero de rotacdes,
velocidade, imobilidade e distancia percorrida. Foram geradas figuras
correspondentes a trajetéria percorrida de cada animal dentro da caixa durante os 5

(cinco) minutos de teste.
3.11.3 Marble burying Test

Ao final de 8 (oito) semanas de experimento, os animais foram submetidos ao
teste Marble Burying, que tem como objetivo investigar impulsividade e
comportamento obsessivo-compulsivo (ANGOA-PEREZ et al., 2013; JOEL, 2006). A
realizacdo do teste seguiu o descrito em trabalhos anteriores. (MARTINS DE
CARVALHO et al., 2019; WICKE; GROSS, 2005).

Cada animal foi avaliado individualmente em uma gaiola padr&o forrada com 5cm
de serragem, onde foram dispostas 18 (dezoito) bolas de vidro em 3 fileiras com seis
unidades distribuidas uniformemente. O teste teve duragédo de 10 (dez) minutos, apds
esse periodo foi contado o numero de bolas de vidro com, pelo menos, 2/3 do seu
tamanho encobertos por serragem. Essa contagem foi conduzida por dois
pesquisadores independentes, de maneira a obter-se uma média de bolas enterradas
e assim foi possivel mensurar o comportamento compulsivo de cada animal (JOEL,
2006.
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3.12 Anéalise Estatistica

Para as andlises estatisticas entre as variaveis utilizou-se o software GraphPad
Prism 8. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para determinar a
distribuicAo das amostras e, em seguida, foram executados os testes t de
Student,One-way ANOVA ou Two-way ANOVA considerando-se o nivel de
significancia p<0,05. Os dados foram representados pela média + desvio padrdo. As
linhas tracejadas presentes nos graficos referentes aos experimentos com colite
indicam os valores médios dos determinados marcados em animais saudaveis

tratados com agua filtrada.

4 RESULTADOS

4.1 A oferta de bebida acucarada alterou o metabolismo de glicose sem

provocar alteracdes no peso corporal e na morfologia intestinal

O grupo experimental apresentou alteracdes no padréo alimentar, os animais
desse grupo comeram menos (p= <0.0001) (Figura 5A) e beberam mais (p= <0.0001)
(Figura 5B) em comparacdo ao grupo controle. Esse achado resultou em maior
consumo calérico cumulativo no grupo experimental (p= 0,0071) (Figura 5C).
Contudo, o consumo calérico aumentado no grupo experimental ndao resultou em
diferencas em relacdo ao peso corporal e indice de adiposidade entre os grupos
(Figura 5D e E).
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Figura 5. O consumo crénico de bebida agcucarada alterou o consumo alimentar, mas nao o peso
e a composicao corporal. (A) O consumo de dieta foi representado pela média do consumo semanal
de dieta AIN93G de cada grupo. (B) O consumo de bebida foi representado pela média do consumo de
bebida ofertada a cada dois dias por grupo. (C) A ingestéo caldrica total foi representada pela média de
consumo durante as oito semanas de cada grupo. (D) O ganho de peso foi monitorado semanalmente
e expresso pela média de cada grupo. (E) Apoés sacrificio, o tecido adiposo epididimal foi coletado para
realizacéo do célculo do indice de adiposidade, expresso por: tecido epididimal/peso corporal final de
cada animal por grupo; grupo controle (n=6), grupo experimental (n=5). Barras representam valores de
média + desvio padrdo de um grupo; **p=0,0071; ****p= <0,0001, teste t de Student.

A glicemia de cada animal foi utilizada para analise do perfil glicémico, uma vez
gue o consumo de carboidratos refinados esta relacionado a piora no metabolismo de
carboidratos (PATKAR et al., 2021). Os animais tratados com SSB apresentaram
glicose sérica aumentada em comparacao aos animais do grupo controle (p= 0.0331)
(Figura 6A). Entretanto analises da glicemia pds-prandial em teste enzimatico e
também da glicosuria ndo indicaram alteracGes entre os grupos (Figura 6B e C). Nao

foram encontradas diferengas no perfil lipidico entre os grupos (Figura 6D e E).
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Figura 6. O consumo crénico de bebida agucarada alterou o metabolismo de carboidratos, mas
ndo o de lipideos. (A) A glicemia basal foi aferida apds jejum ao final das 8 semanas de experimento
utilizando glicosimetro de tiras ACCU CHECK, o sangue coletado foi obtido da ponta da cauda de cada
animal. (B) A glicemia pés-prandial foi avaliada por reacéo enzimatica a partir do soro coletado por
pulsdo cardiaca de cada animal e expressa pela média de cada grupo. (C) A glicosuria foi avaliada a
partir da medicao da glicose presente na urina de cada animal utilizando glicosimetro de tiras ACCU
CHECK. (D) O colesterol total foi analisado a partir do soro utilizando kit para reagdo enzimatica. (E) O
triglicérides foi analisado a partir do soro utilizando kit para reagdo enzimdtica; (n=6). Barras
representam valores de média = desvio padrao de um grupo; *p= 0,0331, teste t de Student.

O intestino delgado representa a maior superficie de contato entre o meio
externo e interno do individuo, estando exposto constantemente a mudancas. Por
isso, € um orgao extremamente complexo. O intestino delgado precisa, entéo,
equilibrar suas funcdes, se dividindo entre absor¢cdo de nutrientes e protecdo do
hospedeiro contra patdogenos e toxinas. Diversos estudos buscam entender como 0s
nutrientes se relacionam com o0s processos biologicos de remodelacdo do epitélio
intestinal (CHRIST, LAUTERBACH; LATZ, 2019; SEROUSS, 2019; KINASHI; HASE,
2021; LEE; DIXIT, 2020; AGUIAR, 2004). Frente a isso, buscou-se avaliar se 0
consumo crbnico de SSB seria capaz de interferir na morfologia do intestino delgado e
grosso; e também nas populacdes de células TCD4* nos linfonodos mesentéricos e

baco.
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N&ao foram observadas diferencas na porcgao distal do intestino delgado no que
diz respeito ao comprimento das vilosidades intestinais nem a profundidade das
criptas entre os grupos controle e experimental na avaliacdo das secc¢des histologicas
(Figura 7A e B).
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Figura 7. O consumo cronico de bebida agucarada n&o alterou a morfologia do ileo. (A) A
profundidade da cripta de cada animal foi obtida a partir da média de 25 criptas medidas em 5 campos
diferentes e representada como a média de cada grupo. (B) O comprimento das vilosidades intestinais
de cada animal foi obtido pela média de 25 vilosidades, desprezando-se as criptas, em 5 campos
diferentes e representada como a média de cada grupo; grupo controle (n=6); grupo experimental
(n=5). (C) Imagens representativas de seccdes histologicas do intestino grosso em aumento de
20x.Barras representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

Na avaliagdo das seccdes histologicas do intestino grosso nao foram
observadas diferencas na profundidade das criptas entre 0os grupos controle e

experimental (Figura 8A e B).
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Figura 8. O consumo cronico de bebida acucarada nao alterou a morfologia do intestino grosso.
(A) A profundidade da cripta de cada animal foi obtida a partir da média de 25 criptas medidas em 5
campos diferentes e representada pela média de cada grupo; grupo controle (n=9), grupo experimental
(n=10). (B) Imagens representativas de seccgdes histologicas do intestino grosso em aumento de
20x.Barras representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

A homeostase intestinal depende da integridade da barreira epitelial,
entendendo a importancia dos componentes dietéticos na manutencédo ou desordem
dessa estrutura tecidual, a expressao de genes relacionados a manutencgéo da fungao
de barreira no intestino grosso foi avaliada por RT-gPCR, sao eles: Mucin 2 (Muc2),
Zonula Occludens-1 (Zo-1) e Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled
receptor 5 (Lgr5+) (SHAM et al., 2018). Nas analises, ndo foram observadas
diferencas na expressao relativa dos genes acima citados (Figura 9).
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Figura 9. O consumo crbnico de bebida agcucarada ndo alterou a expressdo de genes
relacionados a funcdo de barreira intestinal. Expressao relativa dos genes (A) Muc2; (B) Zo-1; e (C)
Lgr5+ no intestino grosso foi avaliado por RT-gPCR e representada pela média de cada grupo (n=6);
Barras representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

4.2 O consumo crdénico de bebida acucarada néo alterou o perfil celular no bago

e linfonodo mesentérico iliaco

Como citado anteriormente, 0s nutrientes interagem com as células do sistema
imune e sdo capazes de modular a resposta imunolégico, por isso com o objetivo de
investigar se 0 consumo cronico de SSB € capaz de alterar o perfil de células TCD4*

no linfonodo mesentérico distal e baco utilizamos a citometria de fluxo. Nao foram
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observadas diferencas na frequéncia no perfil de células TCD4*Thl, Th2, Th1l7 e/ou

Treg no bacgo entre 0s grupos controle e experimental (Figura 10).
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Figura 10. O consumo crbnico de bebida agucarada nado alterou o perfil celular de células
CD3*CD4* no bago. Representacdo da média da frequéncia de populagbes de células TCD4+ Thi,
Th2, Thl7 e Treg definidas pela expressdo de T-bet, GATA3+, RORyT, FoxP3, no bagco de
camundongos C57BL/6 que consumiram agua (n=6) ou bebida agucarada (n=5) por 8 semanas. Barras
representam valores de média + desvio padrao de um grupo; teste t de Student.

Na analise dos linfonodos mesentéricos iliacos ndo foram observadas
diferencas entre 0os grupos no que diz respeito as populacdes de células TCD4 Thi,
Th2, Thl7 e Treg (Figura 11).
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Figura 11. O consumo crdnico de bebida acucarada nao alterou o perfil celular de células

CD3*CD4* no linfonodo mesentérico iliaco. Representacdo da média da frequéncia de populacdes
de células TCD4+ Thl, Th2, Th1l7 e Treg definidas pela expressao de T-bet, GATA3+, RORyT, FoxP3,
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no baco de camundongos C57BL/6 que consumiram agua (n=6) ou bebida acucarada (n=5) por 8
semanas. Barras representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

4.3 O consumo croénico de bebida acucarada alterou a microbiota intestinal

A dieta é uma importante ferramenta de modulag&o da microbiota intestinal e a
alimentacdo rica em carboidratos refinados e gorduras saturadas € uma das principais
causas de desordens na composicdo da microbiota intestinal, conhecidas como
disbiose intestinal (BURR et al., 2023; KAWANO et al., 2022; MOREIRA JUNIOR et
al., 2019).

A analise da microbiota a partir do DNA fecal dos animais tratados com SSB
mostrou aumento na razdo Firmicutes:Bacteroidetes (***0,0008) (Figura 12B), com
redugéo na abundancia relativa de Bacteroidetes (****p=<0,0001) (Figura 12C) sem
levar a alteracbes na abundéancia relativa de Firmicutes (Figura 12D) em comparacgéo
aos animais tratados com agua. A abundancia relativa de Proteobacteria (**p=0,0024)
(Figura 12E) foi elevada no grupo SSB, enquanto a abundéancia de Actinobacteria ndo

apresentou alteracéo (Figura 12F) entre 0s grupos.

Ademais, a nivel de género, a abundancia relativa de Lactobacillus reduziu
(*p=0,0189) apds o consumo cronico de SSB em comparacdo aos animais do grupo
controle (Figura 12H). N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos na analise
para Blautia ssp e Clostridium ssp (Figura 12G e ). Pode-se inferir a partir desses
resultados que o consumo cronico de SSB por si sO foi capaz de provocar alteracdes

na microbiota intestinal.
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Figura 12. O consumo crénico de bebida agucarada alterou a microbiota intestinal. A visualizacdo
sumarizada da distribuicdo percentual dos filos por grafico de barras (A); a razao
Firmicutes:Bacteroides (B), a abundancia relativa dos filos Bacteroidetes (C), Firmicutes (D),
Proteobacteria (E) e Actinobacteria; e géneros Blautia spp (G), Lactobacillus spp (H) e Clostridium spp
(I) foram analisadas por RT-gPCR do DNA bacteriano extraido das fezes de cada animal no dia do
sacrificio e representadas pela média de cada grupo. As caixas representam valores de média + desvio
padrdo de um grupo; *p=0,0189; **p=0,0024; ***p= 0,0008, ****p=<0,0001; teste t de Student.
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4.4 O consumo croénico de bebida acucarada alterou o comportamento inato de

camundongos C57BL/6

Os animais foram individualmente submetidos ao Marble Test para avaliagcéo
do comportamento semelhante ao obsessivo-compulsivo apds 8 semanas de
experimento. Nesse teste, 0os animais do grupo experimental enterraram um nuamero
significativamente maior de bolas de vidro quando comparados com animais tratados
com agua (p=0,0265) (Figura 13A e B). Esse resultado indica um aumento do

comportamento obsessivo-compulsivo em roedores.
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Figura 13. O consumo crbnico de bebida acucarada alterou o comportamento semelhante ao
compulsivo-obsessivo em camundongos. (A) Representacdo da média de bolas de vidro
completamente enterradas ap6s 5 minutos de teste por cada animal (B) Imagem representativa do
inicio e do final do teste de cada grupo; (n=12). Barras representam valores de média + desvio padrao
de um grupo; p= 0,0265; teste t de Student.

Os animais foram individualmente submetidos ao Teste da caixa Claro/Escuro
para avaliagdo do comportamento semelhante ao ansioso ap0s 8 semanas de
experimento. Os animais tratados com SSB dispenderam mais tempo no
compartimento claro (p= 0,0326) (Figura 14A) e realizaram mais transicoes entre 0s
compartimentos claro e escuro (p= 0,0225) (Figura 14C) o que indica aumento do
comportamento exploratorio em roedores, comportamento este contrario ao esperado
desses animais que tém dentre suas caracteristicas a ansiedade inata, marcada por

aversao a areas iluminadas e interacao social (YU et al., 2022).
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Figura 14. O consumo crbénico de bebida agucarada alterou o comportamento semelhante ao
ansioso em camundongos. (A) O tempo gasto no compartimento claro foi representado pelo tempo
médio de cada animal durante 5 minutos de teste (p=0,0326) (B) O inicio da exploracdo da caixa, ou
seja, 0 momento em que o0 animal realiza a primeira transi¢cdo entre os compartimentos, de cada animal
foi avaliado e representado pela média de cada grupo. (C) Representacdo média da quantidade de
transicdes entre os compartimentos realizadas por cada animal durante os 5 minutos de teste
(p=0,0225). (D) Representacdo média da distancia percorrida em centimetros por cada animal durante
0s 5 minutos de teste; grupo controle (n=6), grupo experimental (n=5). Barras representam valores de
média + desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

Os animais foram individualmente submetidos ao Teste Open Field para
avaliacdo do comportamento semelhante ao ansioso ap6s 8 semanas de
experimento. Os animais do grupo experimental passaram mais tempo na area central
do campo (p= 0, 0,0466) (Figura 15A), apresentaram menor tempo de imobilidade
durante os 30 minutos de teste (p=0,0089) (Figura 15E), exploraram mais a caixa
(p=0,0071) (Figura 15F) em uma velocidade maior (p= 0,0141) (Figura 15D) quando

comparados aos animais do grupo controle, com isso observou-se maior 0

comportamento exploratério nos animais que tiveram consumo crénico de SSB.
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Figura 15. O consumo cronico de bebida agucarada alterou o comportamento semelhante ao
ansioso em camundongos. (A) Representacdo média do percentual do tempo gasto no centro do
campo por animal durante os 30 minutos de teste (*p=0,0466); (B) Representacdo média do nimero
total de exploracdo da area centro do campo por animal durante os 30 minutos de teste; (C)
Representac@o média do nimero de rotacdes em torno de si mesmo por animal durante os 30 minutos
de teste; (D) Representacdo média da velocidade percorrida por animal durante os 30 minutos de teste
em centimetros por segundos (*p=0,0141); (E) Representacdo média do tempo gasto imével por animal
em segundos durante os 30 minutos de teste (**p=0,0089); (F) Representacdo da distancia percorrida
média por animal em centimetros (**p=0,0071); (H) Heatmap demonstrando a area explorada pelo
animal no campo aberto. Barras representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; teste t de
Student.

Mediante os resultados expostos até o presente momento, observa-se, em
estado basal, embora o consumo cronico de SSB n&o altere o perfil de células TCD4*
nos linfonodos mesentéricos distais e baco, o metabolismo de carboidratos, a
microbiota intestinal e 0 comportamento inato dos camundongos tratados com bebida

contendo 30% de glicose e frutose por 8 semanas sofrem alteragdes.

O CONSUMO CRONICO DE BEBIDA ACUCARADA AGRAVA O
DESENVOLVIMENTO DA COLITE ULCERATIVA INDUZIDA POR DSS

4.5 O consumo cronico de bebida agucarada agravou o desenvolvimento da

colite ulcerativa induzida por DSS
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Apoés 8 semanas de experimento, os animais foram desafiados com 1% DSS
(do inglés, Dextran Sodium Salt) na bebida por 7 dias para investigar se 0 consumo
cronico e simultaneo de uma bebida contendo 30% de glicose e frutose poderia
agravar o desenvolvimento da colite ulcerativa experimental. O peso corporal de cada
animal, assim como a presenca de diarreia e sangramento, foi avaliado diariamente
conforme descrito por CHASSAING e colaboradores (2014). A perda de peso foi
mensurada através do delta peso, subtraindo o peso corporal de cada animal do
momento do sacrificio com o peso corporal do dia 01 antes da primeira oferta da
bebida contendo DSS.

A perda de peso observada ao longo do desenvolvimento da colite ulcerativa foi
exacerbada em animais tratados com SSB por 8 semanas quando comparados com
0s animais doentes tratados com agua (**p=0,0010) (Figura 16A, B ). Para definicdo
do escore clinico, considerou-se a gravidade da perda de peso, a presenca de
diarreia e sangramento nas fezes. CHASSAING e colaboradores (2014) apontam para
o fato de que os sinais e sintomas da doenca serdo notados a partir do terceiro dia de
desafio. O tratamento com SSB agravou o escore clinico dos animais desafiados com
DSS quando comparados com o0s animais também desafiados com DSS, mas
tratados com agua filtrada (*p= 0,0135) (Figura 16C). N&o foram observadas
diferencas no consumo de bebida entre os grupos ao longo dos 7 dias de desafio nem
guanto ao consumo de DSS entre os grupos (Figura 16D). Assim, pode-se inferir que
o desenvolvimento da colite nos animais do grupo SSB foi agravado devido ao

consumo excessivo e cronico de acucar.
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Figura 16. O consumo crbnico de bebida acucarada agravou o desenvolvimento da colite
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ulcerativa induzida por DSS. (A) O peso corporal foi avaliado individualmente semanalmente durante
8 semanas e, ap0s a indugdo da colite pela adicdo de 1% de DSS na bebida de cada grupo,
diariamente na semana 9. O resultado foi expresso pela da média do peso corporal de cada grupo. (B)
Representacédo da perda de peso média por grupo, a partir da expressdo: peso final — peso inicial de
cada animal. A linha tracejada indica o comportamento médio do peso corporal de animais saudaveis
tratados com agua. (C)Representacéo da pontuacdo média do escore clinico, considerando presenca
de diarreia e/ou sangramento e perda de peso corporal total de cada animal por grupo (D) O consumo
de DSS adicionado a bebida de cada grupo foi mensurado a partir da expresséo: Consumo de bebida
total*1/100 e representado como a média consumida durante os 7 dias de desafio. (n=6). Barras
representam valores de média + desvio padrdo de um grupo; *p=0,0135; **p= 0,0010; teste t de
Student.

A colite ulcerativa acomete principalmente o coélon e reto, podendo se
apresentar de formas leves até mais graves (Chassing et al, 2014). O acometimento
do célon dos animais tratados com SSB apresentou-se de forma mais grave apds o
desafio com DSS quando comparado com 0s animais tratados com agua filtrada.

Analises histoldgicas sdo essenciais para avaliacao da integridade estrutural do
epitélio intestinal, permitindo deteccdo de alteragdes morfologicas, inflamacbes e
comprometimentos na arquitetura tecidual que podem indicar estados patoldgicos
subjacentes. A integridade do epitélio intestinal dos animais doentes que consumiram
SSB por 8 semanas foi significativamente afetada, sendo encontradas perdas
expressivas na estrutura epitelial qguando comparados com o0s animais doentes que
receberam agua (p=0,0492) (Figura 17B; Figura 18).

O escore inflamatério é utilizado como instrumento de medida do estado clinico
podendo predizer desfechos (CHASSAING et al.,, 2014). Para obtencédo do escore
inflamatério a conservacdo da arquitetura da mucosa, a presenca de infiltrado
inflamatorio, espessamento da musculatura intestinal e presenca de abcessos na
cripta foram pontuados como descrito anteriormente. O escore inflamatério dos
animais doentes tratados com SSB foi superior ao dos animais doentes tratados com
agua (p=<0,0001) (Figura 17C). Em concordancia com os resultados apresentados
anteriormente, o consumo cronico de SSB possivelmente agravou 0s sinais e

sintomas gastrointestinais relacionados a colite.
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Figura 17. O consumo crbénico de bebida agucarada exacerbou o acometimento intestinal
durante a colite ulcerativa. (A) O comprimento do intestino grosso de cada animal foi representado
como a média de cada grupo. A linha tracejada indica o comprimento médio do intestino grosso de
animais saudaveis tratados com &gua filtrada. (B) A area lesada foi expressa a partir da férmula: %
area lesada= (lesdo (um)*100)/intestino grosso (um) e representada como a média de cada grupo. (C)
O escore inflamatério foi avaliado individualmente, considerando presenca de infiltrado inflamatério,
espessamento da musculatura intestinal, presenca de abcessos na cripta e conservacao da arquitetura
da mucosa e expresso como a média de cada grupo; (n=6). *p=0,0492; ****<0,0001; Barras
representam valores de média * desvio padrdo de um grupo; teste t de Student.

Figura 18. O consumo crbnico de bebida acucarada exacerbou o acometimento intestinal
durante a colite ulcerativa. Imagens histologicas do célon de animais tratados com bebida agucarada
com ou sem desafio com DSS em aumento de 20x.

Considerando que a fisiopatologia da colite ulcerativa estd associada a
deterioracdo da funcdo de barreira intestinal, resultando em ao aumento da
permeabilidade intestinal, diminuicdo da camada de muco e a maior risco de
translocacdo bacteriana (ABIEGA-FRANYUTTI; FREYRE-FONSECA, 2021; AGUIAR
et al., 2018; CHASSAING et al., 2014). Para avaliar o impacto do consumo crénico de

SSB nessa condicdo, foi analisada a expressdo de genes no intestino grosso
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relacionados a manutencdo da funcdo de barreira intestinal, incluindo: Mucin 2
(Muc2), Zonula Occludens-1 (Zo-1) e Leucine-rich repeat-containing G-protein
coupled receptor 5 (Lgr5+)(SHAM et al., 2018).

O consumo cronico de SSB reduziu significativamente a expressdo de Muc2
(**p=0,011) e Zo-1 (*p=0,0262) no intestino grosso de animais com colite ulcerativa
gquando em comparacao com 0s animais doentes tratados com agua filtrada (Figura
19A e B). Nao foram observadas diferencas na expressdo de Lgr5+ (Figura 19C).
Esses achados sugerem que que o consumo cronico de SSB alterou a expresséo de
genes fundamentais para a homeostase intestinal, exacerbando a disfuncdo da

barreira intestinal e, consequentemente, agravando a colite ulcerativa.
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Figura 19. O consumo crdnico de bebida acucarada alterou a expressao de genes relacionados
a funcdo de barreira intestinal durante a colite experimental. A expresséo relativa dos genes (A)
Muc?2, (B) Zo-1 e (C) Lgr5+ no intestino foi avaliado por RT-gPCR e representada pela média de cada
grupo. As linhas tracejadas indicam a expressao relativa média de animais saudaveis tratados com
agua; (n=6); *p=0,0262; **p=0,0011; Barras representam valores de média + desvio padrdo de um
grupo; teste t de Student.

4.6 O consumo cronico de bebida agucarada n&o alterou o perfil celular de

células CD3*CD4 no baco na colite ulcerativa induzida por DSS

Considerando a relevancia da UC como uma das principais DlIs e a intima
relacdo entre os componentes da dieta e a resposta imunolégica de mucosa, este
estudo investigou se o desenvolvimento de UC em animais tratados com SSB estaria
associado a alteragdes no perfil celular TCD4* nos linfonodos mesentéricos e baco.
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Apoés 8 semanas de consumo, ndo foram observadas diferencas nas populacdes de
células TCD4* Thl, Th2, Thl7 e/ou Treg do baco entre 0s grupos experimentais
(Figura 20).
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Figura 20. O consumo crbnico de bebida agucarada nédo alterou o perfil celular de células
CD3*CD4* no bago na colite ulcerativa. Representacdo da média da frequéncia de populagdes de
células TCD4+ Thl, Th2, Thl7 e Treg definidas pela expressdo de T-bet, GATA3+, RORyT, FoxP3,
respectivamente, no baco de camundongos C57BL/6 desafiados com 1%DSS que consumiram agua
ou bebida agucarada. As linhas tracejadas indicam a frequéncia celular de cada populagdo em animais
saudaveis tratados com &agua filtrada. Barras representam valores de média + desvio padrdo de um
grupo; teste t de Student.

4.7 O consumo de bebida acucarada alterou o perfil celular de células TCD4*

nos linfonodos mesentéricos na colite ulcerativa induzida por DSS

O consumo cronico de SSB alterou as populacdes de células TCD4* nos
linfonodos mesentéricos proximais, que drenam o duodeno e o jejuno. Nao foram
observadas diferencas entre os grupos que receberam bebida contendo 1% de DSS
(Figura 21).
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Figura 21. O consumo crénico de bebida acucarada alterou o perfil celular de células CD3*CD4*
nos linfonodos proximais na colite ulcerativa. Representacdo da meédia da frequéncia de
populagBes de células TCD4+ Thl, Th2, Thl7 e Treg definidas pela expressdo de T-bet, GATA3+,
RORYyT, FoxP3, respectivamente, nos linfonodos mesentéricos proximais de camundongos C57BL/6
desafiados com 1%DSS que consumiram agua ou bebida agucarada. As linhas tracejadas indicam a
frequéncia celular de cada populagdo em animais saudaveis tratados com agua filtrada. Barras
representam valores de média *+ desvio padrao de um grupo; teste t de Student.

Nos linfonodos mesentéricos distais, que drenam o ileo e o célon, o desafio
com 1%DSS foi capaz de causar reducdo nas populacdes de células TCD4*. O
consumo crénico de SSB reduziu significativamente as populacdes de células Thl
(**p=0,0068), Th1l7 (**p=0,0018) e Treg (*p=0,0124) nos animais desafiados com
1%DSS quando comparados com animais também desafiados, porém tratados com

agua filtrada (Figura 22).
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Linfonodos mesentéricos distais
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Figura 22. O consumo crénico de bebida agucarada alterou o perfil celular de células CD3*CD4*
nos linfonodos distais na colite ulcerativa. Representacdo da média da frequéncia de populagBes
de células TCD4+ Thl, Th2, Th1l7 e Treg definidas pela expressao de T-bet, GATA3+, RORyT, FoxP3,
respectivamente, nos linfonodos mesentéricos distais de camundongos C57BL/6 desafiados com
1%DSS que consumiram agua ou bebida agucarada. As linhas tracejadas indicam a frequéncia celular
de cada populagcdo em animais saudaveis tratados com agua filtrada. Barras representam valores de
média + desvio padrdo de um grupo; *p=0,0124 **p=0,0018; **0,0068; teste t de Student.

4.8 As alteracdes na microbiota intestinal provocadas pelo consumo crénico de

bebida agucarada foram exacerbadas na colite ulcerativa induzida por DSS

A andlise da microbiota intestinal revelou que animais tratados com SSB e
desafiados com 1%DSS apresentaram significativo aumento na razao
Firmicutes:Bacteroidetes (Figura 23B), ocasionado principalmente pela reducéo da
abundéancia relativa de Bacteroidetes (****p=<0,0001) (Figura 23C), enquanto a
abundéancia relativa de Proteobacteria aumentou significativamente (***p=0,0009)
(Figura 23E) em comparagdo aos com 0s animais com colite, porém tratados com
agua.

A nivel de género, foram observadas reducdo importante na abundancia
relativa de Blautia spp (**p=0,0027) (Figura 23G), Lactobacillus spp. (***p=0,0003)
(Figura 23H) nos animais doentes tratados com SSB quando comparados com
animais tratados com agua. A abundancia de Clostridium spp néo sofreu alteracdes
(Figura 23l).
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Figura 23. O consumo de bebida acucarada altera a microbiota intestinal na colite experimental.
A visualizagdo sumarizada da distribuicdo percentual dos filos por grafico de barras (A); a razao
Firmicutes:Bacteroides (B), a abundancia relativa dos filos Bacteroidetes (C), Firmicutes (D),
Proteobacteria (E) e Actinobacteria; e géneros Blautia spp (G), Lactobacillus spp (H) e Clostridium spp
(I) foram analisadas por RT-gPCR do DNA bacteriano extraido das fezes de cada animal no dia do
sacrificio e representadas pela média de cada grupo. As caixas representam valores de média + desvio
padrdo de um grupo; **p=0,0027; ***p= 0,0003, ***p=; 0,0009; ****p=<0,0001; teste t de Student.

5 DISCUSSAO

As bebidas adocadas representam a maior fonte de aclUcares adicionados a
dieta nos paises ocidentais (BRAY, 2008). Em nosso estudo, camundongos C57BL/6
apresentaram reducdo na ingestdo da dieta e aumento da ingestdo de bebida
adicionada de glicose e frutose, essa alteragdo no comportamento alimentar resultou
em aumento da ingestdo caldrica total. Contudo, ndo observamos alteracdes no peso
e a composicdo corporal dos animais. Outros autores também observaram que a
oferta de bebida adocada altera o comportamento alimentar de roedores, que passam
a apresentar preferéncia pela bebida a dieta, sem alterar o peso corporal dos animais
(PATKAR et al.,, 2021; VOLYNETS et al, 2017). Um estudo realizado com
camundongos SPF (do inglés, specific pathogen-free) C57BL/6 ofertou 30% de HFCS
por 16 semanas e observou, porém, ganho de peso excessivo e maiores indices de
adiposidade nos animais (WANG et al., 2022). Com isso, os efeitos do consumo de
bebidas adocadas contendo frutose sobre o comportamento alimentar ainda néao

estao totalmente esclarecidos.

Embora nem sempre provoque ganho de peso corporal, 0 consumo excessivo
de frutose esta associado a alteragcdes caracteristicas da sindrome metabdlica, como
resisténcia a leptina, estresse oxidativo, hiperuricemia, inflamacgéo do tecido adiposo e
sisttmica, disfuncdo endotelial e alteracbes no lipidograma (LUBAWY;
FORMANOWICZ, 2023). As funcdes desempenhadas pelo intestino sdo distintas ao
longo de sua extensdo. As vilosidades sdo estruturas que aumentam o contato do
epitélio com o conteudo presente no limen intestinal sendo mais intensamente

observada nas regides do intestino delgado especializadas na digestado e absorgéo de
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nutrientes (CANESSO; MOREIRA; FARIA, 2022). Diferentemente da glicose, a
absorcdo intestinal de frutose acontece, principalmente, nas porcdes distais do
intestino delgado, o jejuno e ileo, e a expressdo de seu transportador, o GLUT5, é
regulada pelas concentracdes luminais de frutose (STALTNER et al., 2023; SUZUKI et
al., 2011).

Um estudo observou que camundongos Glut5-/- apresentaram 75% menos
absorcdo jejunal de frutose e niveis plasméticos do acucar reduzidos em 90%
comparados com camundongos wide type. A auséncia do transportador especifico de
frutose e a consequente menor absorcdo e metabolizacdo protegeu os camundongos
Glut5-/- da hipertenséo (BARONE et al., 2009). Em nosso estudo, o consumo crénico
de SSB provocou aumento da glicemia em jejum, mas ndo em colesterol total e
triglicérides. Costa e colaboradores (2023) observaram que o consumo de
carboidratos refinados por 8 semanas alterou as concentracdes plasmaticas de
glicose em jejum, contudo os pesquisadores encontraram concentracdes de colesterol
total e triglicerideos aumentadas em camundongos C57BL/6. Essa discrepancia pode
ser explicada pelo alimento sdlido sinalizar metabolicamente de maneira distinta as
bebidas, mas principalmente ao fato de que Costa e colaboradores ofertaram

dosagem de carboidratos superior ao que ofertado na bebida em nosso trabalho.

Por desempenhar diferentes papéis ao longo de toda a sua extensdo, a
permeabilidade intestinal varia de uma regido para outra em resposta a funcao
desenvolvida naquele local (TURNER, 2009). O tecido epitelial € o principal mediador
entre o ambiente externo e os tecidos linfoides associado a mucosa (do inglés,
mucosa-associated lymphoid tissue — MALT) e desempenha importante papel na
conservacgao da funcao de barreira no intestino (COSTA et al., 2023; TURNER, 2009).
A manutencdo da integridade e, consequentemente, da permeabilidade intestinal é
principalmente determinas pelas TJ, que controlam seletivamente o transporte
transepitelial a partir do tamanho molecular (COSTA et al., 2023; TURNER, 2009).

Estudos apontam para a ZO-1 como importante TJ devido a sua capacidade de
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interacdo com diversas proteinas de aderéncia, como claudinas, ocludinas e actina
(FANNING et al., 1998; TURNER, 2009).

O consumo cronico de SSB nao provocou modificagdes na estrutura dos vilos
ou das criptas do intestino delgado ou grosso. E a expressao relativa de ZO-1 foi
similar entre os grupos. De igual forma, Costa e colaboradores (2023) néo
observaram alteragBes no tamanho das vilosidades jejunais e iliacas nem alteracdes
na expressao de ZO-1 em camundongos C57BL/6 tratados com dieta contendo 37,6%

de sacarose.

As mucinas sdo glicoproteinas responsaveis por proteger as mucosas do
contato direto entre epitélio e agentes microbianos produzidas e secretadas por
células caliciformes, sendo MUC2 a principal mucina formadora de gel no cdlon
(HEAZLEWOOD et al., 2017). A secrecdo de mucinas acontece apds estimulo, que
pode ser a chegada de nutrientes no limen intestinal ou a acdo de bactérias
comensais mucoliticas, como a Akkermansia muciniphila (MACCHIONE et al., 2019).
O consumo de SSB nao alterou a expressédo génica de Muc2 no intestino grosso dos
camundongos, diferente do observado em um estudo conduzido em camundongos
tratados com dieta controle ou rica em gordura associada com adicao de frutose na
bebida, nesse estudo a ingestao cronica de frutose por 12 semanas provocou reducéo
na camada de muco e da expressao relativa de Muc2 no colon, além do aumento da
permeabilidade intestinal e da expressdo de ZO-1 (VOLYNETS et al.,, 2017). Tal
discrepancia entre os estudos que avaliaram o efeito da frutose na secrecdo de MUC2
pode ser explicada pelo tempo de exposicdo dos roedores a bebida adocada ou a

associacao da bebida adocada com intervenc¢des nutricion ais na dieta.

As respostas imunes orquestradas no microambiente intestinal e as suas
repercussdes sistémicas sdo influenciadas pelos nutrientes vindos da dieta, pelo
estado energético do individuo e pela microbiota intestinal (FARIA et al., 2013; LEE;
DIXIT, 2020). A modulacdo da resposta imunolégica e a composicdo das células
imunes variam ao longo do intestino, sendo a regido proximal do intestino marcada

pela alta presenca de IELs e células Thl7, e caracterizada como uma regiao
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extremamente estimulada pelos antigenos dietéticos; por outro lado, as regides distais
do 6rgdo sdo predominantemente marcadas por um células de perfil regulatério e
tolerogénico, com alta presenca de Tregs, principalmente no colon, a regido distal é
fortemente estimulada pela microbiota e seus metabdlitos (CANESSO; MOREIRA;
FARIA, 2022).

Macréfagos de camundongos C57BL/6 obesos tratados com dieta rica em
gorduras e agucares (do inglés, high sugar butter — HSB) apresentaram ineficiéncia no
controle da infeccéo por Leishmania major, resultando em maiores cargas parasitarias
e feridas cutaneas mais graves na orelha dos animais (MARTINS et al., 2020, 2024).
Além dos macronutrientes, a resposta imune também sofre influéncia da
concentracdo de micronutrientes. Por exemplo, o consumo excessivo de sédio por 3
semanas provocou inflamacéo intestinal, evidenciada pela deplecdo de células
caliciformes, maior presenca de infiltrado celular e danos teciduais, como eroséo e
ulcera¢Bes na camada muscular da mucosa em camundongos. A nivel celular, a dieta
rica em sédio levou ao aumento da producao de IL-23, da expressado de IL-23R* nas
células TCD4* e de ILC3 no célon (AGUIAR et al., 2018).

Embora sejam considerados tolerogénicos em resposta aos antigenos
dietéticos, os linfonodos mesentéricos drenam diferentes regifes intestinais e
apresentam respostas imunes distintas, por exemplo, linfonodos proximais tém
caracteristicas imunoldgicas mais tolerogénicas quando comparados com 0s
linfonodos distais, que tendem a apresentar caracteristicas mais pro-inflamatorias
(BROWN; ESTERHAZY, 2021). Avaliamos o perfil celular nos linfonodos mesentéricos
gue drenam a porcao distais do intestino e observamos que o consumo de SSB nao
provocou alteracdes nas populacdes de células TCD4* nos linfonodos mesentéricos
distais apés 8 semanas. De igual forma, o perfil celular no baco também néo foi

influenciado pelo consumo crénico de SSB.

7

Assim como a resposta imune, a microbiota intestinal é modulada pelos
componentes da dieta (MAGNE et al., 2020), portanto, é possivel afirmar que existe

uma interacdo entre esses trés componentes (KAWANO et al., 2022). Embora a
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extensdo de suas propriedades imunorreguladoras ainda nao esteja totalmente
compreendida (CANESSO; MOREIRA; FARIA, 2022), as alteracbes na composicao
da microbiota podem levar a quebra da homeostase intestinal (BEAM; CLINGER,;
HAO, 2021). A diferenciagdo de células T no intestino sofre influéncia da microbiota
residente, Kawano e colaboradores (2022) mostraram que o consumo de dietas ricas
em gorduras (do inglés, high-fat diet - HFD) prejudicou a funcionalidade de células
Th17 comensais produzidas pela microbiota simbidtica. Por outro lado, dietas com
restricdo caldrica parecem preservar a funcéo das células T de memoria (COLLINS et
al., 2019).

Estudos em humanos e em modelo animal confirmam que dietas ricas em
gorduras e pobres em fibras influenciam o aumento da abundancia relativa de
Firmicutes e reducdo de Bacteroidetes (BEAM; CLINGER; HAO, 2021; SHI et al.,
2021). Embora por muitos anos alteracdes na razao Firmicutes:Bacteroidetes tenham
sido utilizadas como marcadores para disbiose intestinal, recentes estudos vém
questionando a relevancia dessa relacéo, considerando que em individuos obesos é
comum que seja observada a reducdo na diversidade microbiana (MAGNE et al.,
2020). Em nosso estudo, o consumo crénico de SSB provocou alteracées na razao
Firmicutes:Bacteroidetes. O consumo de bebida contendo 30% de glicose e frutose foi
capaz de reduzir a abundancia relativa de Bacteroidetes, sem perturbar a abundancia
de Firmicutes, além de provocar o aumento na abundancia relativa de Proteobacteria.
Em contrapartida, um estudo realizado com camundongos C57BL/6 a partir de 4
semanas de idade, observou que o consumo de 30% de HFCS resultou em reducéo
na abundancia relativa de Firmicutes e aumento em Bacteroidetes (HAN et al., 2022).

Alteracbes na microbiota intestinal podem perturbar a sinalizagdo entre
intestino e cérebro, modificando a producéo de neurotransmissores e horménios, por
exemplo (SOCALA et al., 2021), a partir desse conhecimento novas hipoteses podem
ser levantadas para compreender melhor a fisiopatologia de diversas doencas, entre
elas as psiquiatricas e as Dlls (SOCALA et al., 2021). Burokas e colaboradores (2017)

mostraram que a suplementacdo de uma combinacéo de frutoligossacarideos (FOS) e
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galactoligossacarideos (GOS) resultou em efeitos antidepressivos e ansioliticos em
camundongos C57BL/6, evidenciado pela reducdo da liberacdo de corticosterona e
citocinas proé-inflamatérias induzidos pelo estresse, aumento da produ¢éo de SCFA no
ceco, manutencdo do comportamento inato dos animais nos testes de comportamento

e reducéo dos efeitos do estresse sobre a microbiota intestinal.

O consumo de dieta adicionada de sacarose por 12 semanas nao provocou
ganho de peso, mas resultou em neuroinflamacéo em ratos Wistar (PATKAR et al.,
2021). Uma dieta contendo 74,2% de carboidratos totais, sendo 30% de carboidratos
refinados induziu comportamento semelhante ao ansioso em camundongos BALB/c
submetidos ao Elevated Plus Maze test, evidenciado por maiores concentracdes de
oxido nitrico (NO), IL-6, TNF e leptina, e maior ativagdo microglial no hipocampo e
cortex pré-frontal apés 12 semanas (GOMES et al.,, 2020). Em concordancia com
nosso trabalho, o consumo de dieta contendo, pelo menos, 30% de carboidratos
refinados provocou aumento do comportamento semelhante ao compulsivo durante o
Marble test apds 12 semanas de tratamento (GOMES et al., 2018) . Apds inducéo de
estresse, camundongos BALB/c tratados com dieta rica em carboidratos refinados por
12 semanas mostraram predisposicdo aumentada a comportamentos semelhante a
ansiedade e depressao no Elevated Plus Maze test e Tail Suspension test (SANTOS
et al., 2018).

Em nosso trabalho, o consumo de SSB levou a alteragbes na microbiota
intestinal e reducdo do comportamento semelhante ao ansioso nos camundongos nos
testes de comportamento. Em contrapartida, um estudo avaliou o consumo de HFCS
associado a dieta rica em gorduras por 16 semanas e encontrou aumento da
abundéancia relativa de Firmicutes, do comportamento semelhante ao ansioso e
depressivo e reducdo sérica de triptofano e metabdlitos associados ao metabolismo
de serotonina em camundongos C57BL/6 (CHAKRABORTI et al., 2021). As diferencas
entre 0s resultados encontrados podem ser explicadas pela duragédo dos
experimentos, forma em que o HFCS foi ofertado — na bebida ou na dieta, e pela

adicdo de HFCS em dieta rica em gordura realizada por Chakraborti e colaboradores
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(2021). Uma vez que roedores sdo animais naturalmente ansiosos, como forma de se
manterem protegidos de potenciais perigos, 0 nosso resultado indica alteracdo no

comportamento inato de camundongos e outros roedores.

Considerando a relevancia dos nutrientes no eixo intestino-microbiota-cérebro
e 0 aumento da incidéncia tanto de doencas inflamatorias intestinais quanto das
psiquiatricas, principalmente em paises onde o consumo de carboidratos refinados é
alto (GOMES et al., 2020; NG et al., 2017), o modelo de colite ulcerativa foi escolhido
como forma de avaliar os efeitos do consumo cronico de SSB no desenvolvimento de

uma doenca inflamatoria.

O consumo crbénico de SSB provocou exacerbacdo dos sinais clinicos e
histolégicos da UC. Em nosso trabalho, ndo houve diferenca na quantidade de DSS
consumida entre 0s grupos, por isso é possivel inferir que o acucar agravou o
desenvolvimento da doenga nos animais. Burr e colaboradores (2023) encontraram
piora no desfecho da colite induzida por DSS em camundongos C57BL/6 tratadas
com dieta rica em carboidratos ou SSB. A resposta foi dependente da dose de
sacarose independentemente do consumo prévio de acucares. Além disso, nesse
estudo, os autores observaram que o agravamento da doenca foi independente das
alteracbes na microbiota intestinal observada nos animais, ap0s realizacdo de
transferéncia fecal em animais germ-free também desafiados com DSS (BURR et al.,
2023). Outro estudo induziu colite ulcerativa utilizando 2,5% de DSS na bebida e
encontrou maior perda de peso, encurtamento intestinal, reducdo na expressao
relativa de TJ, em especial ZO-1, e acometimento da mucosa intestinal mais severo,
alteracdes na microbiota intestinal e no perfil de células intestinais de camundongos
C57BL/6 tratados com bebida contendo 15% de HFCS por 4 semanas (ZHOU et al.,
2023), embora a dosagem de DSS usada tenha sido maior e o tempo de exposicao
ao SSB menor, é possivel associar a exacerbacdo da UC ao consumo de SSB em

camundongos C57BL/6.

A destruicéo epitelial observada na UC € marcada por reducao na contagem de

células caliciformes e, consequentemente, da espessura da camada de muco
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intestinal (HEAZLEWOOD et al., 2017). O consumo de SSB exacerbou a degradacéo
do epitélio intestinal, evidenciada pela diminuicdo da expressdo de Zo-1 e Muc2 no
cllon. Em concordancia com nosso trabalho, Heazlewood e colaboradores (2017)
demonstraram que camundongos com mutacdes ou deficiéncias na expressédo de
Muc2 sd@o mais susceptiveis ao desenvolvimento de UC, além disso, estudos
associam a producao ineficiente de muco intestinal a fisiopatologia de diversas
doencas imunomediadas (SHAM et al., 2018), por exemplo, deficiéncias na producao
de mucinas podem levar ao aumento das concentragdes de TNF no intestino de
camundongos resultando em aumento da permeabilidade intestinal e maior
susceptibilidade a UC (TURNER, 2009).

Um estudo in vivo e in vitro observou que altas concentragdes de glicose
exacerbam a colite ulcerativa induzida por transferéncia de células T ativadas por
espécies reativas de oxigénio e TGFB (ZHANG et al., 2019). Elegantemente, Zhou e
colaboradores (2023) mostraram que a deplecdo da microbiota ou das células T no
intestino foram capazes de atenuar a UC, confirmando que o desenvolvimento da UC
induzida por DSS pode ser influenciada pelo perfil da microbiota e de células TCD4*
no intestino (AGUIAR et al.,, 2018; BARRETT; LI, 2011; ZHANG et al., 2019). Em
nosso estudo, o consumo de SSB provocou reducao na frequéncia de células TCD4*
Thl, Thl7 e Treg nos linfonodos mesentéricos distais durante UC. Considerando a
observacdo de maior infiltrado celular na histologia do intestino grosso, é possivel que
a reducdo dos perfis de células T funcionais nos linfonodos mesentéricos observada
nos animais tratados com SSB e desafiados com 1%DSS esteja relacionada com
migracado celular para a regido da inflamacéao, além da participacdo de células do
sistema imune inato no desenvolvimento na colite ulcerativa, por exemplo, os
neutroéfilos e macréfagos (GUAN, 2019; LI et al., 2021).

Em nosso estudo, observamos que a colite ulcerativa exacerbou as alteracbes
na microbiota intestinal provocadas pelo consumo crénico de glicose e frutose,
podendo esta ser uma das razdes envolvidas no agravamento da UC. Os

mecanismos relacionados as alteracdes metabdlicas e imunoldgicas associadas ao
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consumo de carboidratos refinados ainda néo estéo totalmente compreendidos. Por
isso, estudos que investigam os efeitos do consumo de SSB, que representam a
maior fonte de acucar adicionado na dieta ocidental, na saude e na doenga tornam-se

relevantes.

6 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o consumo crénico de SSB contendo glicose e
frutose altera o metabolismo de glicose, o comportamento inato e a microbiota
intestinal de camundongos. Durante doenca inflamatéria intestinal, o consumo

excessivo de agucares simples parece agravar o desenvolvimento da colite ulcerativa.

Nossa pesquisa buscou contribuir para melhor compreensédo dos efeitos do
perfil nutricional da dieta no eixo intestino-microbiota-cérebro, sendo importante que
outros estudos sejam realizados a fim de esclarecer os mecanismos relacionados as
alteracdes observadas, além de trazer possivel aplicacdes preventivas e terapéuticas
para desordens psiquiatricas e para as doencgas inflamatérias intestinais.



72

7 PERPECTIVAS

1. Avaliar o perfil de células TCD4+ na lamina prépria e intestino na saude e na
doenca inflamatéria intestinal.

2. Avaliar a presenca de células do sistema imune inato no intestino grosso
durante a doenca inflamatoria intestinal.

3. Avaliar se as alteracdes na microbiota provocadas pelo consumo excessivo de
bebida acucarada influenciam o desenvolvimento da colite ulcerativa.

4. Avaliar os efeitos do consumo crénico de bebida acucarada no cérebro, a partir
da dosagem e avaliagdo de neurotransmissores e Seus respectivos

metabalitos, no intestino grosso e no cérebro.
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