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RESUMO

Introdugd@o: A sindrome metabdlica (SM) é uma condigdo caracterizada pela
presenga de um grupo de fatores de risco que englobam a obesidade abdominal,
hiperglicemia, resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensdo. A interagcdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos da SM desencadeia o desenvolvimento da doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica. No contexto das doengas metabdlicas, a busca
por alternativas terapéuticas como a suplementagcdo com compostos que
apresentam efeitos protetores tem sido muito explorada. O licopeno é um
carotenoide que possui potente atividade antioxidante e anti-inflamatdria, cujos
efeitos sobre a SM e suas consequéncias no figado tem sido investigados.
Objetivo: Verificar o efeito da suplementagado com o licopeno sobre o metaboloma
hepatico de ratos portadores de SM. Métodos: Ratos Wistar (oito semanas de
idade) foram distribuidos em dois grupos e alimentados com diferentes dietas:
dieta controle (n=12) e dieta rica em gordura e agucar (n=12). Apés vinte semanas
foram encontradas mudangas no peso corporal, glicemia de jejum e triglicerideos
plasmaticos. Para o tratamento com suplementacéo de oleorresina de tomate, os
animais foram redistribuidos em quatro grupos: controle (Co, n=6), controle
suplementado com oleorresina de tomate (Co+Lyc, n=6), sindrome metabdlica
(MetS, do inglés metabolic syndrome, n=6) e MetS suplementado com oleorresina
de tomate (MetS+Lyc, n=6). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica. Resultados: A suplementagdo com licopeno diminuiu os niveis plasmaticos
de triglicérides, e aumentou os niveis de lipoproteina de alta densidade. Além
disso, atenuou os niveis de triglicérides no tecido hepatico. A analise de
metaboldmica revelou alteracdo do perfil de metabdlitos induzidos pela MetS e
efeito do licopeno sobre esse perfil, incluindo os metabdlitos acido urico, biliar e
colico, glicolato, calcitriol, farnesil difosfato, all-trans hexaprenil difosfato,
xantosina, xantina, s-adenosyl-L-metionina, L-homocisteina, esfingosina-1-
fosfato, L-leucina, D-leucina e L-isoleucina. Conclusdo: O composto apresentou
efeito protetor em relagdo a parametros caracteristicos da SM, assim como para
indicador de esteatose hepatica. A suplementacdo com licopeno restaurou niveis
dos aminoacidos de cadeia ramificada, L-leucina, D-leucina e L-isoleucina,

depletados nos animais portadores de SM.
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ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MetS) is a condition characterized by the
presence of a group of risk factors that include abdominal obesity, hyperglycemia,
insulin resistance, dyslipidemia and hypertension. The interaction of the
pathophysiological mechanisms of MetS triggers the development of non-alcoholic
fatty liver disease. In the context of metabolic diseases, the search for therapeutic
alternatives such as the use of supplementation with compounds that presents
beneficial effects has been explored. Lycopene is a carotenoid with potent
antioxidant and anti-inflammatory activity, whose effects on MetS and
consequences on the liver have been investigated. Aim: To verify the effect of
lycopene supplementation on the hepatic metabolome of rats with MetS. Methods:
Eight weeks old male Wistar rats were randomly distributed in two groups and fed
with different diets for induction of metabolic changes seen in the metabolic
syndrome: control diet (n=12) and high sugar fat diet (HSFD) (n=12). After twenty
weeks of the induction protocol, significant changes in body weight, fast blood
glucose, and plasma triglycerides were found. Thus, for the study of the treatment
with tomato oleoresin supplementation, the animals were redistributed into four
groups: control (Co, n=6), control supplemented with tomato oleoresin (Co+Lyc,
n=6), metabolic syndrome (MetS, n=6) and metabolic syndrome supplemented
with tomato oleoresin (MetS+Lyc, n=6). The experimental protocol was approved
by the Ethical Committee. Results: Supplementation with lycopene promoted a
decrease in plasma levels of triglycerides and an increase in high-density
lipoprotein levels. In addition, the compound attenuated hepatic content of
triglyceride. The metabolomics analysis revealed alteration in the profile of
metabolites induced by MetS and also the effect of lycopene supplementation on
this profile, including the metabolites uric acid, glycolate, bile acid, cholic acid,
calcitriol, farnesyl diphosphate, all-trans sexaprenyl diphosphate, xanthosine,
xanthine, s-adenosyl-L-methionine, L-homocysteine, sphingosine-1-phosphate, L-
leucine and L-isoleucine. Conclusion: The compound showed a protective effect
on MetS features, as well as an indicator of hepatic steatosis. Lycopene
supplementation restored levels of branched-chain amino acids, L-leucine and L-

isoleucine, depleted in animals with MetS.
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1 Introducao

As mudancgas sociais, econémicas e tecnoldgicas que ocorreram em
todo o mundo décadas atras, resultaram em intensas transformacdes nos
habitos alimentares e niveis de atividade fisica vivenciados pela populagao (1).
Esse evento é denominado transi¢do nutricional, termo que caracteriza
modifica¢des significantes do padréao alimentar concomitantes a modificagbes
no cenario epidemiolégico. Isto é, houve uma diminuicdo de doencas
infectocontagiosas e aumento das doencgas crdnicas nao transmissiveis
(DCNT) em diferentes faixas etarias e em todas as classes socioecondmicas,
entretanto, ainda é observado a coexisténcia de extremos, a presenca de
desnutricdo e o aumento de sobrepeso e obesidade (2).

Na década de 70, ha cerca de 50 anos, iniciou-se principalmente nos
paises desenvolvidos, 0 aumento da disponibilidade e consumo de produtos
ultraprocessados’ ricos em agucares, sodio e gorduras, alimentos de origem
animal, 6leos e bebidas agucaradas, como os refrigerantes (3, 4). Decorrente
do aumento do consumo desses alimentos, houve uma diminuigdo da ingestao
de alimentos in natura e minimamente processados?, como frutas, legumes,
verduras e graos. Padrao alimentar que se tornou conhecido como Dieta
Ocidental (do inglés, Western diet) (5). O nivel de atividade fisica por sua vez,
sofreu redugao devido a mudancas nas formas de locomogéo, transporte, lazer
e trabalho, culminando em aumento do sedentarismo (3).

Essa transigao foi intensificada no inicio da década de 90, sendo entao
de fato reconhecida quando as consequéncias para a saude comegaram a ser
notadas, e permanece até os dias atuais (3). O consumo excessivo desses
alimentos representa maior ingestdo caldérica devido a alta densidade

energeética que possuem, provocando um desequilibrio entre o consumo e o

N

Ultra-processados: alimentos que passam por processos industriais que alteram suas
caracteristicas, modificagbes quimicas, adicdo de ingredientes sintéticos. Exemplo:
adicao de flavorizantes e emulsificantes, aumentando tempo de prateleira, palatabilidade,
aroma e condigbes de empacotamento (7);

2 Minimamente-processados: alimentos que passam por algum processo, porém nao sofre
acréscimo de aditivos. Exemplos: limpeza, moagem e pasteurizagao (8).
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gasto caldrico, gerando um estado de balango energético positivo, condigédo
que resulta em ganho de peso e adiposidade. Além disso, 0 consumo desses
alimentos conduz a hiperglicemia e hiperlipidemia e, consequentemente, a
efeitos metabodlicos deletérios. Fatores que sdo considerados riscos
metabdlicos para surgimento de DCNT (6).

As DCNT séo responsaveis atualmente por 41 milhdes de mortes por
ano, compreendendo 74% das mortes globais, de acordo com dados da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) do ano de 2022, e os numeros
continuam em ascensdo (6). Dentre as DCNT, destacam-se as doencas
crénicas metabodlicas, como a obesidade e o diabetes. A obesidade,
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal, pode ser entendida
como uma doenga base para o desenvolvimento de outras doengas crbnicas,
e acometia, em 2016, 650 milhdes de adultos. Em 2020, dados mais recentes
da OMS mostravam que 39 milhdes de criangas abaixo de 5 anos ja
apresentavam obesidade ou sobrepeso (9). No Brasil, pesquisa divulgada pelo
Ministério da Saude em 2019 apontou que a prevaléncia de obesidade
aumentou de 11,8% em 2006 para 20,3% em 2019 o que representa um
aumento de 72% em 13 anos (10). Projecdes para 2030 estimam que 38% da
populagdo mundial adulta apresentara sobrepeso e 20% obesidade (9).

Os danos da obesidade, entretanto, ndo estdo associados apenas ao
total de gordura corporal, mas também ao padrao de deposig¢ao desta gordura.
O excesso de gordura visceral, conhecido como obesidade central, reflete em
maior circunferéncia da cintura e tem uma forte associagdo com doencas
cardiovasculares e esta especialmente associada a resisténcia a insulina e
diabetes tipo 2 (DM2) (11).

Fundamentada neste contexto, encontra-se a Sindrome Metabdlica
(SM), Sindrome da Resisténcia a Insulina ou Sindrome-X, termos que
designam um grupo de alteragbes metabdlicas que compartiiham seus
mecanismos fisiopatoldgicos e estdo associadas ao desenvolvimento do DM2,

doencas cardiovasculares e doencga hepatica (11, 12, 13).
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2 Sindrome Metabodlica

A SM pode ser definida como uma condigdo patoldgica caracterizada
por obesidade abdominal, resisténcia a insulina, hipertensao e hiperlipidemia,
dessa forma, ndo € uma doenga por si s6, mas sim um conjunto de fatores que
promovem um risco aumentado de doenga cardiovascular. Esses fatores
associados a SM atuam sinergicamente conduzindo a um maior o risco para
desfechos negativos para saude do que a presengca desses fatores
isoladamente (11). Atualmente, a SM representa um preocupante problema de
saude mundialmente reconhecido, afetando mais de 1 bilhdo de pessoas em
todo mundo e sua incidéncia®, frequentemente, caminha paralelamente as
incidéncias da obesidade e de DM2 (11). No Brasil, a prevaléncia* de SM em
adultos atualmente é de 29,6%, subindo para 40% em maiores de 60 anos de
idade (14).

Na literatura, o conceito de SM pode ser bem variavel dentre os
diferentes autores e organizagdes, assim como os critérios para o diagnostico
clinico. De acordo com a Federagao Internacional de Diabetes (FID), para o
diagnostico de SM é necessario a presenga de circunferéncia da cintura
aumentada em somatdria a dois fatores dentre os quatro seguintes:
hipertrigliceridemia, baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL, do
inglés high density lipoprotein), hipertensao arterial ou hiperglicemia ou, entao,
diagnostico prévio de DM2 (15). Para a National Cholesterol Education
Program (NCEP) Adult Treatment Panel Ill (ATP IIl) 2005 a presencga de pelo
menos 3 dos fatores acima citados ja caracterizam a SM. Ha ainda, as
definicbes da OMS, European Group for Study of Insulin Resistance (EGIR) e
da American Association of Clinical Endocrinologists (AACE). Sendo o ATP I

frequentemente utilizado em estudos clinicos (tabela 1) (16).

3 Incidéncia: casos novos durante um periodo especifico em uma populagao;
4 Prevaléncia: casos novos e casos ja existentes da doenga em uma populagdo (17).
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Tabela 1. Critérios para o diagnéstico clinico da sindrome metabdlica.

Critérios ATP Il (quaisquer 3 de 5)

Circunferéncia abdominal > 102 cm para homens e 88 cm para mulheres

Glicemia = 100 mg/dl ou em tratamento medicamentoso

= 130/85 mmHg ou em tratamento

Pressao arterial .
medicamentoso

Nivel de triglicérides = 150 mg/dl ou em tratamento medicamentoso

< 40 mg/dl para homens e < 50 mg/dl para

Nivel de colesterol HDL .
mulheres ou em tratamento medicamentoso

Embora exista variacdes entre os critérios da SM, de acordo com todas
as definicdes mencionadas, a presencga de hiperglicemia, hipertenséo arterial,
obesidade e dislipidemia mostram-se claramente relacionadas entre si. Para o
estudo da SM e suas consequéncias, muitos modelos experimentais tem sido
desenvolvidos. Adotam-se aqueles capazes de desencadear as alteragdes
acima mencionadas, ou parte delas, no entanto, sem a atribuigcdo dos valores
de referéncia estipulados para humanos. Diversos modelos experimentais
foram desenvolvidos por meio de diferentes métodos de indugdo, como
mutacado genética, indugcédo quimica ou modelos dietéticos (18).

Os principais modelos genéticos utilizados sdo os camundongos ob/ob,
que possuem uma delagao no gene que codifica a leptina e os camundongos
db/db e ratos Zucker fa/fa, que possuem uma mutagéo no gene que codifica o
receptor de leptina. Esses animais apresentam hiperfagia e, portanto, se
tornam obesos. De modo geral, esses modelos desenvolvem alteragbes
metabdlicas compativeis a SM (19). Os modelos de indugdo quimica sao
aqueles que induzem os fatores da sindrome através do uso de drogas, como
por exemplo, o uso de estreptozotocina e aloxana para o desenvolvimento de
DM2 (20,21). Em relacao aos modelos dietéticos, sdo encontrados na literatura
a indugao da SM através de dietas rica em agucares ou gorduras e dietas ricas
em ambos os nutrientes (22-24). Em determinados modelos dietéticos, além
da SM em si, também foi observada a presenga de doengas cardiovasculares,
renais e hepaticas (25, 26).

O desenvolvimento da SM nao é totalmente compreendido, mas a
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obesidade central e a resisténcia a insulina estdo certamente envolvidas em
sua etiologia. Diversos mecanismos hipotéticos buscam explicar a sua
fisiopatologia e 0 mais amplamente aceito é a resisténcia a insulina associada
ao fluxo aumentado de acidos graxos. Outros mecanismos muito explorados
na literatura incluem inflamagao crénica de baixo grau e estresse oxidativo
(27).

O excesso de gordura, principalmente na regido abdominal aumenta
substancialmente o risco de resisténcia a insulina e outros fatores da SM, e
também se associa a um metabolismo de acidos graxos prejudicado. Os
adipdcitos hipertrofiados e em maior numero, apresentam maior atividade
lipolitica e resistem ao efeito anti-lipolitico da insulina, resultando em aumento
do fluxo de acidos graxos para o figado afetando o metabolismo hepatico e
contribuindo para o acumulo de gordura no figado (28). Havendo, uma
correlagao entre a obesidade abdominal e uma maior liberagéo portal de acidos
graxos para o figado (29).

O acumulo de gordura nos hepatdcitos € conhecido como doenga
gordurosa nao alcodlica do figado (NAFLD, do inglés non-alcoholic fatty liver
disease), considerada por muitos autores como uma manifestagéo hepatica da
SM (30). Neste cenario, a NAFLD vem ganhando atencdo sendo a SM um
importante fator preditor para seu desenvolvimento. Dessa forma, o figado é

um importante alvo de estudo relacionado as consequéncias da SM.

3 O Figado

O figado é um 6rgao volumoso, macico e vital, classificado como o
maior orgao interno do corpo humano atingindo cerca de 1,5 kg em um
individuo adulto, o que representa aproximadamente 2 a 3% do peso corporal
total. E considerado como a maior glandula do corpo humano devido a sua
atividade exdcrina e enddcrina, apresentando um papel primordial para a
manutengédo da homeostase corporal (31, 32).

Esse 6rgao também representa a ligagao entre o sistema digestoério e o
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circulatério. Aproximadamente 80% do suprimento sanguineo hepatico deriva
da veia porta que transporta o sangue pouco oxigenado, porém rico em
nutrientes, oriundo da digestao. O restante, 20%, deriva da artéria hepatica que
conduz o sangue rico em oxigénio. Sendo altamente irrigado e com capacidade
de expanséao, o figado pode atuar como reservatério de sangue armazenando

10% do volume corporal total em seus vasos sanguineos (32).

3.1 Morfofisiologia Hepatica

O figado localiza-se no quadrante superior direito da cavidade
abdominal com uma pequena porgéo no quadrante esquerdo, logo abaixo do
diafragma e apresenta um formato que se assemelha a uma piramide ou
cunha. E envolvido pelo periténio, uma membrana serosa que recobre as
paredes do abdome e a superficie dos 6rgaos digestivos, exceto onde se adere
ao diafragma e a outros 6rgaos (33).

Duas faces séo descritas no figado, a diafragmatica relacionado ao
diafragma; e a visceral, relacionada as demais visceras abdominais em
proximidade. Na face visceral é possivel distinguir quatro lobos denominados
lobos direito, esquerdo, quadrado e caudado. Na face diafragmatica, por sua
vez, os lobos direito e esquerdos identificados encontram-se separados por
uma prega do peritonio, o ligamento falciforme. A partir dessa distingdo, pode-
se observar que entre o lobo direito e o lobo quadrado esta situada a vesicula
biliar. Assim como entre os lobos direito e caudado observa-se um sulco que
aloja a veia cava superior €, entre os lobos quadrado e caudado, ha uma fenda
transversal por onde passam as estruturas que constituem a porta hepatica ou
hilo, formadas pela artéria hepatica, veia porta, ducto hepatico, plexo nervoso
hepatico e vasos linfaticos. Nessa regido a capsula de tecido conjuntivo denso
modelado que envolve o figado, mais internamente ao periténio, se torna mais
espessa e adentra o 6rgao conduzindo as estruturas do hilo ou porta do figado,

conforme ilustrado na figura 1 (32,33).
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.. Ligamento falciforme

--= Lobo esquerdo
Veia cava inferior
Lobo caugado :

Lobo direito

Lobo d.ireito

Artéria hepética-~""~ :
Ducto hepético comum-*’ Lobo quadrado

Vesicula. biliar
Figura 1. Anatomia hepatica. (A) vista anterior do figado, na qual observa-se
a face diagramatica e estdo representados os lobos direito e esquerdo e o
ligamento falciforme; (B) vista posterior do figado, observando-se a face
visceral onde estao representados os quatro lobos hepaticos e o hilo hepatico
contendo a veia porta, artéria hepatica e ducto hepatico comum juntamente a
vesicula biliar. Figura criada com ilustracbes disponiveis em

https://biorender.com/ (acesso em 14 de setembro de 2022).

A unidade funcional basica do figado é o I6bulo hepatico, uma estrutura
cilindrica cujo tamanho compreende alguns milimetros de comprimento e até
dois milimetros de diametro. O numero de I6bulos pode variar de 50.000 a
100.000 unidades em um figado humano adulto. O parénquima hepatico é
constituido por hepatécitos que se dispdéem radialmente ao redor da veia
central ou centrolobular nos lébulos hepaticos. A veia central realiza a
drenagem para as veias hepaticas e, destas, para a veia cava. Nos vértices
dos Iébulos hepaticos, o conjunto de tecido conjuntivo, ductos biliares, vasos
linfaticos, nervos e vasos sanguineos € denominado espacgo porta ou triade
portal. A jungao dos hepatdcitos forma uma placa hepatica, em geral, com a
espessura de duas células. Entre uma placa e as células adjacentes se situam
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os canaliculos biliares que fazem a drenagem para os ductos biliares presentes
nos septos fibrosos que separam um lébulo do outro (Figura 2) (33,34).

Os espacgos entre as placas de hepatdcitos contém os sinusoides
hepatico que demarcam o espaco de Disse. Para além das células endoteliais,
os sinusodides apresentam as células de Kupffer, macréfagos responsaveis por
processos imunolégicos e destruicao de hemacias. Ainda no espacgo de Disse
entao presente as células estreladas hepaticas, que contém inclusdes lipidicas
ricas em vitamina A e possuem um importante papel no desenvolvimento da

fibrose em condigbes patoldgicas (32, 34).

Canaliculos biliares  -----
) Espaco de
Veia central ------ g~ < Ay — N o--N------ Hepatécito Luz Disse
Sinusoides -- SSSE o /7 | AN\ N 0N . Slnus:mdal

Artéria ___.
hepatica

Triade portal Veia __ : ’ ; ., "
hepatica ' . .

Ducto biliar-- - - - - 5

Célula de Célula hepatica
Kupffer estrelada

Figura 2. Viséao tridimensional do Iébulo hepatico. No centro do Iébulo hepatico
encontra-se a veia central. Nos vértices, a triade portal, formada pela veia
porta, artéria hepatica e ducto biliar. Observar as células endoteliais
fenestrados do capilar sinuséide, células de Kupffer na luz sinusoidal e as
células hepaticas estreladas no espago de Disse. Figura criada com ilustragcdes
disponiveis em https://biorender.com/ (acesso em 14 de setembro de 2022).

Nos Iébulos hepaticos o sangue, quer arterial ou quer venoso, flui da
periferia para a regido central. Os hepatdcitos a medida que se distanciam do
espago porta apresentam diferencas quanto as suas caracteristicas
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estruturais, histoquimicas e bioquimicas o que permite a divisdo do lébulo
hepatico em 3 zonas distintas. A zona 1 inclui as células da periferia, regido
perilobular, que corresponde a zona mais oxigenada, o que explica o fato de
os hepatécitos desta zona apresentarem mais enzimas do metabolismo
oxidativo. A zona 2 corresponde aos hepatdcitos intermediarios. As células
localizadas nas adjacéncias da veia central configuram a zona 3, regido
centrolubular que recebe menor concentracdo de nutrientes e de oxigénio
(Figura 3). Essa divisdo em zonas representa a heterogeneidade da dindmica
estrutural e funcional do Iébulo hepatico e é apontada como o pré-requisito
para a realizagao das diversas e simultaneas fun¢des necessarias para manter

a homeostase metabdlica do organismo em condi¢des fisioldgicas (34,35).

1 22 Z3

Oxigénio e nutrientes

Enzimas da via glicolftica e da sintese de 4cidos graxos

Enzimas da sintese e degradagao de glicogénio e oxidagao de
acidos graxos

Figura 3. Divisdo do I6bulo hepatico em zonas: Zona 1 (Z1), perilobular; Zona
2 (Z2), intermediaria; Zona 3 (Z3), centrolobular. Os hepatdcitos apresentam
heterogeneidade de acordo com a regidao que estao localizados nos I6bulos:
hepatdcitos dispostos na Z1 recebem maior aporte de oxigénio e nutrientes o
que explica a maior presengca de enzimas envolvidas no metabolismo do
glicogénio e oxidagao de acidos graxos; hepatocitos presentes na Z3 diferem-
se pela maquinaria enzimatica relacionada a via glicolitica e a sintese de
acidos graxos. Figura criada com ilustragbes disponiveis em

https://biorender.com/ (acesso em 14 de setembro de 2022).
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3.2 Fung¢oes do Figado

O figado desempenha uma grande diversidade de fungbes, como
previamente citado. Essas fungdes estdo inter-relacionadas, o que ¢é
evidenciado quando o 6rgao € acometido por anomalias ou patologias, quando
suas func¢des sao afetadas de forma simultanea. As funcdes hepéaticas incluem
o metabolismo de carboidratos, proteinas, lipideos e horménios,
desintoxicagdo, producdo de bile, armazenamento de vitaminas e ferro,
formacao de fatores de coagulagéo e sintese de proteinas plasmaticas (32).

Dentre essas fungdes, pode-se destacar o papel de orquestrar o
metabolismo energético, processando e sintetizando substratos que séo
transportados para outras areas e integrando as fungdes metabdlicas (36).
Esse topico sera brevemente abordado a seguir com énfase no metabolismo
dos carboidratos e lipidios intimamente relacionados ao processo

fisiopatolégico de doengas metabdlicas.

3.2.1 Metabolismo de Carboidratos

Apds o processo de digestao, no intestino, ocorre a absorc¢ao da glicose
através de 2 mecanismos: o co-transporte com o sodio através do
transportador de glicose dependente de sédio (SGLT, do inglés sodium-
dependent glucose co-transporter) e o transporte facilitado mediado pelo
transportador de glicose 2 (GLUT2, do inglés glucose transporter) (37). Uma
vez na circulagao, os carboidratos sdo encaminhados para o figado através da
veia porta. Por meio do GLUTZ, a glicose adentra o hepatdcito e pode percorrer
0s seguintes destinos: 1) ser oxidada através da glicélise gerando o piruvato,
que na mitocdndria, € oxidado para gerar adenosina trifosfato (ATP) através
do Ciclo de Krebs (CK) ou do Acido Citrico e da fosforilacdo oxidativa; 2) a
glicose-6-fosfato, um metabdlito da via glicolitica, também pode ser
metabolizado através da via das pentoses fosfato gerando ribose-5-fosfato,

para a sintese de acidos nucleicos, e nicotinamida adenina dinucleotideo
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fosfato (NADPH), requerido por processos biossintéticos; 3) a glicose por ser
armazenada na forma de glicogénio; 4) ou ainda, pode ser utilizada para a
sintese de polimeros estruturais.

A ativagao de vias oxidativas ou de armazenamento é dependente do
estado energético da célula e, em frente a abundancia de substrato a acetil
coenzima A (acetil-CoA), formada a partir do piruvato, ao invés de seguir para
a oxidagao via CK, segue para a sintese de acidos graxos via lipogénese de
novo. Os acidos graxos formados podem ser armazenados na forma de
triglicerideos (38).

Outro monossacarideo que merece atencéo € a frutose. Carboidrato
que tem sido amplamente adicionado a alimentos e bebidas industrializadas
por tornar esses produtos mais palataveis. Atualmente, o acgucar tem sido
associado as morbidades, em especial a NAFLD, devido as caracteristicas de
seu metabolismo. A absor¢ao luminal da frutose pelos enterdcitos se da
através do GLUT5 e desses para a circulagao através do GLUT2 (39). Uma
vez na circulagado portal a frutose € extensamente absorvida pelo figado
através dos GLUT 2, 5 e 8 (40). No figado, a frutoquinase inicia o catabolismo
da frutose (frutdlise) formando a frutose-1-fosfato que é metabolizada a
diidroxicetona fosfato e gliceraldeido que s&o o ponto em comum entre o
metabolismo da glicose e da frutose (Figura 4). Esses compostos podem ser
metabolizados a glicose, gerar energia na forma de ATP através das vias
oxidativas ou formar acidos graxos via lipogénese de novo de acordo com o
estado energético da célula. Considerando que o catabolismo da frutose ignora
0S mecanismos regulatérios da glicdlise, seu elevado consumo rapidamente
gera substrato para a via lipogénica o que possibilita o armazenamento na

forma de triglicerideos (41).
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Figura 4. Interagédo entre o metabolismo da glicose e da frutose. Observa-se
que o metabolismo de ambos monossacarideos, glicose e frutose, pode
contribuir para a produgao de energia (ATP), ao fornecer substrato para as vias
oxidativas. Entretanto, de acordo com o estado energético -celular,
triglicerideos podem ser formados. Figura criada com ilustragdes disponiveis

em https://biorender.com/ (acesso em 03 de outubro de 2022).

3.2.2 Metabolismo de Lipideos

Os lipidios dietéticos sao emulsificados por acidos biliares no lumen
intestinal apds sua hidrdlise principalmente pela lipase pancreatica e entéao
absorvidas pelos enterocitos. Apos a absorgao deixam o intestino sob a forma
de quilomicrons através do sistema linfatico, alcangam a circulagéo sanguinea.

A apolipoproteina CII, presente nos quilomicrons, ativa a lipase lipoproteica
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(LPL) nos capilares do tecido adiposo, coragao e musculo esquelético levando
a saida de acidos graxos livres para esses tecidos. Os quilomicrons
remanescentes sdo captados pelo figado (42). Nos hepatdcitos, os acidos
graxos podem ser oxidados através da [3-oxidacado gerando energia (32).

Quando os acidos graxos da dieta superam a necessidade energética
do figado, sao exportados, na forma de triglicerideos, através da lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL, do inglés very low density lipoprotein), ou
mediante a saturagdo desse mecanismo podem ser armazenados em goticulas
lipidicas. Do figado, as VLDLs sao transportadas pelo sangue para o musculo
e tecido adiposo onde, novamente, através da LPL os acidos graxos livres sao
liberados. A perda de triglicerideos pela VLDL a converte na lipoproteina de
baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein) que transporta
colesterol para os tecidos extra-hepaticos. Através do receptor de LDL as
lipoproteinas sao incorporadas pelo hepatdcito e seu conteudo convertido em
acidos biliares (42). O figado e também o intestino produzem a HDL,
responsavel pelo chamado transporte reverso do colesterol, captando o
colesterol dos tecidos extra-hepaticos e encaminhando-os para o figado (43).

Neste cenario, o figado representa um 6rgdao chave no controle do
metabolismo de nutrientes adaptando-se a situagdes de caréncia e excesso
(44). Nesta ultima situagdo, a abundéncia de macronutrientes, em especial
agucares e gorduras, esta associada a um prejuizo na fungao hepatica de
administrar o volume de triglicerideos formado, levando ao seu acumulo e
desenvolvimento da NAFLD (44,45).

4 Doencga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

A NAFLD tornou-se recentemente a doenga hepatica crénica mais
comum no mundo, representando a principal causa de dano hepatico e uma
das manifestagdes emergentes mais importantes da SM (46). Estima-se que
mais de 25% da populagdo mundial apresente NAFLD, ou seja, uma

prevaléncia de 2 bilhdes de pessoas afetadas, sendo as regides do Oriente
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Médio e América do Sul de maior prevaléncia e a Africa de menor (47).
Projecdes estimam que o custo para os cuidados de pacientes portadores de
NAFLD, no Estados Unidos, aumentara em 18% de 2000 para 2035 (48). Além
disso, é previsto que se torne a indicagdo mais frequente para transplante de
figado até 2030 (49).

Caracterizada clinicamente como o acumulo de triglicerideos no
citoplasma dos hepatdcitos (esteatose) sem o consumo de alcool, a NAFLD é
um termo que engloba disturbios hepaticos em associagdo a um grupo de
anormalidades metabdlicas, incluindo obesidade abdominal, resisténcia a
insulina, DM2 e dislipidemia ou, como um todo, a SM. Para o diagnéstico clinico
da NAFLD, a presenca de esteatose hepatica deve exceder 5% do peso do
figado. O diagndstico diferencial deve excluir hepatites virais, e outras doencas
hepaticas crénicas como doenca de Wilson, hemocromatose, hepatite
autoimune e doenca colestatica do figado além de lipodistrofia, doenga celiaca,
doenga de Cushing, uso de alguns medicamentos e consumo excessivo de
alcool (48).

A NAFLD é uma doenga com potencial de progressao, com um espectro
histolégico variando desde simples esteatose para uma forma mais agressiva,
a esteatohepatite ndo alcodlica (NASH, do inglés non-alcoholic
steatohepatitis), em que ocorre inflamacédo cronica e fibrose tecidual,
processos que causam dano celular podendo levar ao desfecho de cirrose
hepatica e/ou hepatocarcinoma (Figura 5) (50,51). Considerando a gravidade
do acometimento hepatico, sua elevada prevaléncia e as consequéncias do
acumulo lipidico, pesquisas devem ser conduzidas para o entendimento de sua

fisiopatologia e tratamento.
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Figura 5. Progressdo da NAFLD. O elevado consumo de agucares e gorduras
visto na dieta ocidental esta associado ao comprometimento do metabolismo
energéetico no figado que leva ao acumulo intra-hepatico de gordura e
estabelecimento da esteatose. Mediante a persisténcia do insulto, a doenga
pode progredir, iniciando um processo inflamatoério (esteatohepatite) e fibrose
tecidual. Por fim, pode levar a cirrose e/ou hepatocarcinoma. Figura criada com
ilustracdes disponiveis em https://biorender.com/ (acesso em 06 de outubro de
2022).

Embora nao totalmente esclarecida algumas teorias foram postuladas
no sentido de explicar a patogénese da NAFLD. Uma delas é a hipétese “two
hit” na qual o acumulo hepatico de gordura ocorre por meio de dois insultos
(hit) ao 6rgéo. O primeiro é caracterizado por um desbalango no metabolismo
lipidico em que o influxo de acidos graxos representado pela importagéo,
sintese de novo e fonte dietética, excede o efluxo hepatico, ou seja, o
catabolismo de acidos graxos e a exportagao de lipoproteinas (52). Um estudo
realizado com marcador, curiosamente demonstrou a contribuicdo de cada
fonte para o acumulo intra-hepatico de lipidios. Dos triglicerideos intra-
hepaticos dos pacientes portadores de NAFLD que participaram do
experimento ~59% foram derivados de acidos graxos circulantes, ~26% da
lipogénese de novo e ~15% da gordura dietética (53). Esse desequilibrio entre
influxo e efluxo resulta no acumulo lipidico pelo hepatdcito. O segundo hit
envolve um processo inflamatdrio e estresse oxidativo levando a danos a

células e componentes celulares associados a progressao a NASH (52).
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Entretanto, atualmente sabe-se que o desenvolvimento da NAFLD é
complexo e envolve uma série de fatores, sendo postulada a hipotese de
multiplos insultos (“multiple hit”). De acordo com esta teoria, a NAFLD seria
resultado de uma complexa interagdo entre mecanismos genéticos e
epigenéticos, fatores comportamentais, nutricionais, estresse oxidativo e
inflamacédo (54). Independentemente da teoria trés importantes aspectos
reciprocamente dependentes desempenham um papel central no
desenvolvimento da NAFLD: habitos alimentares, estresse oxidativo e
inflamacao. Nos topicos seguintes serdo descritos importantes aspectos da

patogénese da NAFLD no contexto da SM.

4.1 Fatores Dietéticos

Como relatado anteriormente, a constelagéo de fatores que compdem
a SM é disparada, principalmente, por habitos alimentares. O elevado consumo
de gorduras e carboidratos, em especial a frutose, esta associado a deposigao
hepéatica de lipidios. Uma recente revisao reforcou uma relagao positiva entre
o padrao de dietético ocidental e o risco de NAFLD (55). A influéncia do
consumo alimentar e alteragdes hepaticas € tao clara que a mudanga no estilo
de vida € um importante tratamento encontrado em guidelines para NAFLD
(56).

A presenca de combustivel metabdlico além das necessidades
energéticas, ou seja, quando o consumo de macronutrientes supera a
necessidade de ATP do organismo, o0 excesso sera armazenado na forma de
triglicerideos. Nesta situagao, os macronutrientes sao convertidos em acetil-
coA, molécula comum ao metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. O
acetil-coA, além de ser substrato para a produgao de energia é precursor da
sintese de acidos graxos. Os acidos graxos formados podem ser exportados
do figado na forma de triglicerideos através da VLDL, culminando no aumento
dos niveis de VLDL circulantes (42). Como mencionado anteriormente, a

saturagdo desse mecanismo de exportagdo, ou seja, acidos graxos nao
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exportados para a circulagdo como VLDL, resultam no acumulo de
triglicerideos no hepatdcito, evento conhecido como esteatose hepatica.
Outros mecanismos contribuem para o desenvolvimento da estetatose.
O metabolismo da frutose leva a ativagao da proteina de ligagdo ao elemento
de resposta a carboidratos (ChREBP, do inglés carbohydrate response
element-binding protein) independentemente da sinalizacdo da insulina. O
ChREBP ¢é um fator de transcricdo para genes envolvidos na sintese de
triglicerideos. Outro fator de transcricdo para genes da lipogénese € a proteina
de ligagdo ao elemento regulatorio de esterol 1¢c (SREPB1c, do inglés sterol
regulatory element-binding protein 1c) fortemente estimulado pela insulina. A
SM, plano de fundo da NAFLD, comumente esta associada a resisténcia a
insulina e hiperinsulinemia, o que promove a hiperativagcdo do SREPB1c e
consequente sintese hepatica de lipidios (57). Adicionalmente, na condi¢ao de
resisténcia a insulina o tecido adiposo torna-se resistente ao efeito antilipolitico
da insulina o que impulsiona o fluxo de acidos graxo derivados da lipdlise do

tecido para o figado contribuindo para a esteatose hepatica (28).

4.2 Estresse Oxidativo

A maior disponibilidade de acetil-coA decorrente da oxidagcdo de
carboidratos e lipidios disponiveis para participar do ciclo do CK e da
fosforilacdo oxidativa leva a uma excessiva estimulacédo da mitocondria (58).
Durante esse processo, elétrons escapam da cadeia transportadora de
elétrons reagindo com o oxigénio (O2) formando o superoxido (O;-) que é
impermeavel a membrana mitocondrial. Através da enzima superoxido
dismutase (SOD) o O,- é convertido em peréxido de hidrogénio (H202). As
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) sao responsaveis pela
redugdo do H20O, em agua (H20) (59). Em excesso, o H>O» pode deixar a
mitocdndria e ser reduzido pelas reagdes de Fenton ou Haber-Weiss formando
o radical hidroxil (OH-). Esta € uma molécula altamente reativa que pode levar

a danos oxidativos importantes (Figura 6) (60).
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A produgédo de espécies reativas do oxigénio (EROs) pela mitocondria
representa um ciclo continuo contrabalanceado pelas enzimas antioxidantes
(61). Entretanto, a estimulagéo excessiva pela abundancia de substrato leva a
superproducao de EROs e deplegao dos mecanismos antioxidantes resultando
em um desbalango entre a producdo de oxidantes e o sistema de defesa

antioxidante o que compreende o estresse oxidativo (60).
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Figura 6. Representacédo esquematica da formacao de espécies reativas e do
sistema de defesa antioxidante. Elétrons podem escapar da cadeia
transportadora de elétrons e reagir com o oxigénio formando espécies reativas
do oxigénio. As enzimas SOD, CAT e GPx séo responsaveis pela redugéo das
espécies reativas em agua. Em excesso, o peroxido de hidrogénio pode reagir
com o superoxido ou metais formando o radical hidroxil que esta associado a
danos celulares e teciduais. SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; GPx:
glutationa peroxidase; GSSG: glutationa oxidada; GSR glutationa redutase;
GSH: glutationa reduzida. Figura criada com ilustragdes disponiveis em

https://biorender.com/ (acesso em 25 de outubro de 2022).

As EROs podem interagir com moléculas funcionais e estruturais como
o acido desoxirribonucleico (DNA), lipidios, carboidratos e proteinas
modificando sua estrutura e formando produtos que também apresentam
capacidade reativa (62). A oxidagao de lipidios gera como produtos o 4-

hidroxinonenal (4-HNE), acroleina (ACR) e malondialdeido (MDA), ja a
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oxidacao de carboidratos forma o metilglioxal (MGO) e glioxial (GO). Esses
subprodutos sao denominados, respetivamente, produtos da lipoxidagao
avangada (ALEs, do inglés advanced lipoxidation end-products) e produtos da
glicagao avangada (AGEs, do inglés advanced glycation end-products) (63).

O estresse oxidativo esta associado a danos no DNA mitocondrial além
de alteragbes estruturais da organela o que contribui para a progressao da
NAFLD (64). Estas alteragbes sdao acompanhadas por um prejuizo das fungdes
metabdlicas e bioenergéticas da mitocdndria incluindo a, anteriormente
discutida, superprodugdo de EROs e diminuicdo da producdo de ATP,
caracteristicas da disfungdo mitocondrial (65). Em adigéo, a cardiolipina, um
fosfolipidio exclusivamente encontrado na membrana mitocondrial interna e
necessario para a adequada formagao da crista mitocondrial, € suscetivel a
danos oxidativos. A oxidagao da cardiolipina induz a ativagdo de mecanismos
apoptoticos levando a morte celular (66). Além do mais, anormalidades
mitocondriais conduzem ao acumulo de acidos graxos ndo metabolizados no
citosol (67). A oxidacdo ineficiente leva ao acumulo de intermediarios
lipotoxicos como o diacilglicerol e as ceramidas. Estes produtos podem
prejudicar a sinalizagdo da insulina e mediar a inflamagdo no hepatdcito
(68,69).

4.3 Estresse do Reticulo Endoplasmatico

O &acido graxo dietético pode interferir no equilibrio do reticulo
endoplasmatcio (RE) levando ao seu estresse por mecanismos ainda
investigados (70). Por sua vez, o estresse do RE pode induzir a esteatose
hepatica através de efeitos sobre a sintese lipidica e inflamacao (71). No
figado, além de sua conhecida fungéo no controle de qualidade das proteinas,
o RE esta envolvido na sintese e metabolismo lipidico. Em condigbes
estressoras ocorre ativacdo da via de sinalizagdo denominada resposta a
proteina mal envelopada (UPR, do inglés unfolded protein response), com o

objetivo de restaurar a homeostase do RE (67). A ativagdo da UPR leva a
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indugao da sinalizagao inflamatoria através da ativagao do fator nuclear kappa
B (NF-kB, do inglés nuclear factor kappa b), um importante fator envolvido na
sinalizacao de citocinas inflamatérias (71).

Tanto o estresse do RE quanto a carbonilagdo de proteinas
relacionados ao ambiente celular pro-oxidante estdo associados as alteragoes
estruturais de proteinas. A apoliproteina B, essencial para a formagdo do
VLDL, é uma das moléculas passiveis de danos o que pode prejudicar a
exportacao de lipidios do figado e, consequentemente, exacerbar a esteatose

no orgao (58).

4.4 Inflamagao

A inflamagdo € uma resposta, do sistema imunolégico, essencial a
agentes infecciosos ou a injuria tecidual que esta presente em processos
fisiolégicos e patologicos. Essa resposta demanda a participagdo de tipos
celulares como granulécitos (basofilos, eosindfilos, mastécitos e neutrofilos),
macrofagos, linfocitos e células dendriticas dependendo do agente nocivo
envolvido (72). Entretanto, a ativacdo crénica do processo inflamatério esta
relacionada com a maciga produgado de citocinas e promog¢ao do estresse
oxidativo (73).

As citocinas secretadas pelas células imunes atuam como mensageiros
intracelulares recrutando e ativando células fagociticas contribuindo para a
exacerbacao do processo inflamatorio. A ativacdo de fagocitos em resposta
aos padrbées moleculares associados a patogenos (PAMPs, do inglés
pathogen-associated molecular pattern) e padrées moleculares associados a
danos (DAMPs, do inglés damage-associated molecular patterns), e a ligagao
de citocinas a seus receptores sdo responsaveis pela produgao de espécies
reativas através da nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidase (NADPH
oxidases ou Nox) e mieloperoxidase (MPO). Esta produgao ocorre por reagoes
de oxidoredugdo com o objetivo de ampliar a resposta inflamatoria e destruir

micro-organismos e debris celulares. Entretanto, dada a estimulag&o excessiva
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dessas células ocorre danos ao tecido hepatico (Figura 7) (74).

AGEs e ALEs interagem com o receptor para produtos da glicagéo
avancada (RAGE), que atende ao padrao DAMP de reconhecimento
molecular, contribuindo para o processo inflamatério. Ja que ao ser ativado o
RAGE estimula a translocagdo do NF-kB para o nucleo levando a transcrigéo
e expressao de citocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e as
interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (75). Portanto, pode-se estabelecer uma relagao

de retroalimentagao positiva entre o estresse oxidativo e a inflamacao.
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Figura 7. Inflamacéao e produgao de espécies reativas do oxigénio. Moléculas
DAMPs e PAMPs ativam fagdcitos por meio da ligagao a seus receptores. Em
seguida, a NADPH oxidase produz o superoxido (O,-) que ao sofrer a agao da
superoxido dismutase (SOD) é convertido em peroxido de hidrogénio que, por
sua vez, pode ser convertido em agua (H20) e oxigénio (O,). Porém, com o
intuito de neutralizar o agente agressor a mieloperoxidase (MPO) converte o
peroxido de hidrogénio (H202) em acido hipocloroso (HOCI). Este acido além

de atuar no fagossomo € langado para o meio extracelular. Diante de um
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estimulo continuo ou exacerbado esse mecanismo leva a danos celulares e
teciduais devido a produgdo aumentada de espécies reativas e acido
hipocloroso. PAMPs: do inglés pathogen-associated molecular patterns;
DAMPs: damage-associated molecular patterns; GPx: glutationa peroxidase;
CAT: catalase. Figura criada com ilustragdes disponiveis em

https://biorender.com/ (acesso em 25 de outubro de 2022).

4.5 Disbiose

A disbiose da microbiota intestinal tem sido apontada como um fator
fundamental na fisiopatologia da NAFLD induzida pela SM (76). A microbiota
intestinal & definida como uma comunidade complexa de micro-organismos
que habita o trato intestinal mantendo uma relagdo simbidtica com o
hospedeiro, exercendo uma diversidade de fungdes significantes que
contribuem para a manutencgao da fisiologia normal do intestino e para a saude
do individuo (77). Essas fungdes incluem a protecdo contra patégenos,
melhora do sistema imune, auxilio na digestdo e metabolismo e influéncia
sobre a secrecao de insulina. Um conjunto de fatores genéticos e ambientais
determinam a variabilidade da microbiota intestinal de cada individuo, no
entanto, ha alguns enterotipos mais comuns e predominantes na populagéo
humana, como Bacteroidetes e Firmicutes (78).

Dentre os fatores ambientais que determinam a composi¢do da
microbiota, a dieta tem um grande impacto. Uma determinada dieta pode
promover o crescimento de algumas cepas em detrimento de outras, em
especifico a ingestdo da dieta ocidental estd associada a alteragdes na
proporgao entre Bacteroidetes/Firmicutes, o que favorece maior crescimento
de bactérias gram-negativas da familia Enterobacteriaceae levando ao
desequilibrio conhecido como disbiose (79). A disbiose acarreta em
perturbagdo da integridade da barreira intestinal e alteragcbes na digestéo,
metabolismo e respostas imunoldgicas. Devido ao aumento da permeabilidade

intestinal, bactérias gram-negativas podem se infiltrar no epitélio intestinal
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possibilitando a translocagdo bacteriana que resulta em aumento de
lipopolissacarideo (LPS) circulantes (79,80).

Em decorréncia, no figado ha ativagcao da resposta inflamatério através
da ligacado de antigenos aos receptores do tipo Toll (TRLs, do inglés toll-like
receptors) com consequente, produgao de citocinas inflamatérias e EROs (81).
Além do mais, esta via inflamatdria também pode ser ativada por acidos graxos
saturados presentes na dieta que, devido a estrutura similar ao LPS sao

capazes de ativar o TLR4 o que contribui para a lesao hepatica (82).

4.6 Disfungao do Tecido Adiposo

O tecido adiposo (TA) foi, por muito tempo, tradicionalmente visto como
um orgao passivo de estocagem de energia, isolante térmico e protegao
mecanica a traumas. Porém, atualmente é considerado um 6rgao de fungéo
dindmica devido a sua atividade metabdlica e enddcrina que contribui para a
homeostase energética do organismo, estando envolvido em processos
fisioldgicos e patologicos (83). E composto por adipdcitos e suas células
precursoras, os pré-adipdcitos, fibroblastos, macrofagos residentes, células do
estroma vascular e tecido nervoso. Os adipécitos sdo as células
predominantes e responsaveis por estocar gordura na forma de triacilglicerol
em seu citoplasma (84).

O TA é altamente sensivel a alteragdes no suprimento de nutrientes
contribuindo para homeostase energética do organismo. Em frente ao excesso
de nutrientes TA responde através da hiperplasia e hipertrofia de seus
adipécitos (85). Essa expansado esta associada a hipoxia, morte celular,
inflamacédo e comprometimento do fluxo de acidos graxos podendo
desencadear alteragcées metabdlicas como resisténcia a insulina e dislipidemia
(86). Alteragdes caracterizam o TA disfuncional, condicdo que participa da
patogénese da SM e da NAFLD.

O TA disfuncional implica em um padréao alterado do conjunto de

substancias secretadas pelo tecido, denominadas adipocinas. A leptina € uma
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adipocina anorexigena que atua no sistema nervoso central suprimindo o
apetite e estimulando o gasto energético (87). A adiponectina também atua
centralmente influenciando o gasto energético além de reconhecidamente
favorecer a sensibilizagdo sistémica a insulina e possuir efeitos anti-
inflamatorios (88). A secrecéo da leptina aumenta de acordo com o aumento
da massa adiposa, entretanto, apesar de elevados niveis da adipocina a
obesidade abdominal esta associada a uma resisténcia a sua acao. Ja a
secrecao de adiponectina encontra-se reduzida nesta condigdo. Essa
alteracdo no padrao de secregao de adipocinas visto em obesos sem
comprometimento hepatico também é encontrado em pacientes portadores da
NAFLD (89).

Em resposta as adipocinas e fatores quimiotaticos liberados ha
infiltracdo de macréfagos no TA. Os macrofagos podem exibir diferentes
fendtipos de acordo com o estimulo que recebem. Macrofagos M1 séo
conhecidos por secretar um padrao de citocinas pro-inflamatérias incluindo
TNF-a, IL-6 e 2, ja os macréfagos M2 secretam citocinas anti-inflamatorias
como a IL-10 e 12. Adicionalmente ao aumento do numero dos macréfagos no
TA, ocorre uma mudanga do perfil dessas células em dire¢ao ao perfil M1 (90).
O TNF-a secretado em grandes quantidades pelos macréfagos estimula a
lipdlise, aumentando o fluxo de &acidos graxos para a circulagdo, e
consequentemente, para o figado (89). No 6rgao, esses acidos graxos sao
captados através do receptor grupamento de diferenciacdo (CD36, do inglés
cluster of differentiation) (91). podendo ser acumulados na forma de
triglicerideos ou ainda serem reconhecidos pelo TLR4, ativando o NF-kB e
perpetuando a reposta inflamatéria (92). E digno de nota que ambas as
consequéncias do influxo de acidos graxos para figado podem contribuir para
a extensao e progressao da NAFLD.

Considerando o volume de tecido adiposo e 0 seu padrao de secregao
de citocinas inflamatdrias presentes na SM, é prenunciado que a inflamagao
no tecido, além do efeito local contribua para a inflamacéo, estresse oxidativo

e deposicao de gordura hepatica (93).
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5 Intervencgao

Atualmente as opgdes terapéuticas para a SM sao limitadas ao
tratamento individual dos fatores que a caracterizam, ou seja, tratamentos
isolados para hipertensao, hiperglicemia e hipertrigliceridemia através do uso
de farmacos (27). Uma outra importante recomendacéo, preconizada pela
OMS, é a mudancga de estilo de vida (MEV) que engloba a alimentagéo
saudavel aliada ao exercicio fisico regular. Segundo as recomendagdes da
prépria OMS, uma dieta saudavel deve conter frutas, vegetais, legumes,
castanhas e graos, com uma ingestao de agucares compreendendo menos de
10% do total energético consumido e de gorduras, menos de 30% (94). A Dieta
do Mediterraneo se enquadra nessas caracteristicas apresentando um baixo
consumo de carne vermelha, consumo moderado de vinhos e tendo como
fonte principal de gordura, azeite de oliva e peixes (95). O consumo de uma
dieta rica em frutas, vegetais, legumes e graos fornece uma menor densidade
energética, maior consumo de fibras e de compostos de efeitos positivos (e.g.
antioxidantes) associando-se a redugéo das taxas de DCNTs e de mortalidade,
incluindo a reducéao de fatores de risco para doengas metabdlicas (95,96). Os
resultados de varios estudos observacionais transversais destacam o efeito
protetor exercido pela adesdo a dieta do mediterrdneo sobre os diferentes
componentes da SM, seja como prevengao ou tratamento (97).

A MEV tem sido defendida como fundamental para o tratamento e
prevencdo da SM e, consequentemente, da NAFLD e sua evolugao (98).
Algumas recomendagdes nutricionais incluem redugao do consumo de agucar,
em especial da frutose, além de gordura total, saturada e trans (99,100). Musso
e colegas em sua meta analise concluiram que a perda de peso € segura em
comparagao aos farmacos e ainda contribui para a melhora da histologia
hepatica. A perda de pelo menos 3 a 5% do peso corporal ja € acompanhada
de uma melhora, entretanto, uma perda maior, de 7 a 10%, esta associada a
melhora histolégica da NAFLD (101). Ademais, a combinagdo de uma dieta
equilibrada associada a pratica de exercicios fisicos de moderada intensidade

€ a melhor opgao para a manutengdo do peso corporal e adiposidade e,
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consequente, continuidade dos beneficios a longo prazo (100).

Atualmente a ciéncia tem se debrugado na busca por alternativas
terapéuticas, sendo que o0 uso de protetores hepaticos como agentes
antioxidantes tem se mostrado eficazes no controle da doenga (102). Nesse
contexto, compostos naturais oriundos de alimentos, denominados compostos
bioativos, tém sido bastante explorados por serem capazes de modular a
ativacdo de genes e proteinas envolvidos na génese da esteatose,
representando, portanto, uma atrativa abordagem para a terapia desta
condicdo. Dentre esses compostos pode-se destacar o licopeno, um
carotenoide reconhecido por seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios
(103).

6 O Licopeno

Os carotenoides sédo pigmentos lipossoluveis que fornecem a coloragao
laranja, amarela e vermelha a vegetais, bactérias, algas e fungos (104). Estéao
divididos em subgrupos de acordo com os atomos presentes em sua
composi¢ao quimica, sendo classificados como carotenoides hidrocarbonetos
(carotenos) os que possuem atomos de carbono e hidrogénio, e como
oxicarotenoides (xantofilas), os que sdo compostos por atomos de hidrogénio
e pelos menos um oxigénio. Alguns dos carotenoides podem, ainda, ser
classificados de acordo com o desempenho nutricional, pois apresentam
atividade provitamina A, ou seja, sdo precursores da vitamina A (i.e., retinol)
(105).

O licopeno é um carotenoide sem atividade provitamina A, encontrado
alimentos como o tomate, mamao e melancia. O composto exibe uma estrutura
simétrica e aciclica, contendo onze duplas ligagbes conjugadas e duas
ligacbes nao conjugadas (Figura 8). Geometricamente, o licopeno pode
apresentar-se na forma cis e trans, fator influente na sua biodisponibilidade
(106).
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Figura 8. Férmula estrutural e molecular do licopeno. O licopeno é composto
por atomos de hidrogénio e de carbono, apresentando onze duplas ligagdes

conjugadas e duas ligagdes nao conjugadas.

A capacidade antioxidante dos carotenoides esta relacionada ao seu
numero de duplas ligagdes conjugadas. Tal relagdo torna o licopeno um dos
antioxidantes mais potentes dentre os carotenoides (107), apresentando
especial habilidade em se ligar ao oxigénio singlet além de interagir com as
EROs, como o H20, (108). Somado ao carater antioxidante o licopeno tem se
mostrado um agente anti-inflamatério que contribui para o controle de diversas
doengas. O consumo de tomates e seus subprodutos estdo associados a
limitacdo do risco de doencas crbnicas, como cancer e doencas
cardiovasculares. Sendo que os niveis séricos e teciduais de licopeno sao
inversamente relacionados a incidéncia dos canceres de préstata e de mama
(109). Para mais, tem-se observado o potencial terapéutico do licopeno no
tratamento da NAFLD (103).

6.1. Fontes de licopeno

Os carotenoides estdo presentes em organismos fotossintéticos de
modo que o organismo humano nao é capaz de produzi-los. Assim, devem ser
consumidos através da dieta. O tomate apesar de nado ser o alimento com
maior fonte de licopeno (Tabela 2), caracteriza-se como principal, por ser

extensamente consumido (110).
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Tabela 2. Quantidade de licopeno presente em suas principais fontes (111).

Alimentos Quantidade de Licopeno (pg/g)
Melancia 23a72
Goiaba 54
Toranja 33
Maméao papaya 20 a 53
Tomate 8,8a42

O conteudo de licopeno presente nos tomates, como pode ser
observado na Tabela 1, sofre variagdes de acordo com o tipo e o estagio de
amadurecimento. Quanto mais maduro e vermelho for o tomate maior sera o
seu conteudo de licopeno (112). Os alimentos a base de tomate também sao
importantes fontes de licopeno na dieta. O conteudo do carotenoide de alguns

desses produtos pode ser visto na Tabela 3.

Tabela 3. Conteudo de licopeno em produtos a base de tomate (111).

Produtos Quantidade de Licopeno (pg/g)
Tomate cozido 37
Molho de tomate 62
Sopa de tomate 79
Tomate em po 1126,3 a 1264,9
Suco de tomate 56 a 116
Ketchup 99a134,4

O consumo de licopeno varia de acordo com a populagao estudada.
Considerando os tomates uma fonte significativa de licopeno, € esperado que
o licopeno represente a maior proporgéo de carotenoides consumidos através
da dieta entre os italianos, aproximadamente 7,4mg/dia. Isso devido a tipica
culinaria do pais. Ja a média de ingestao diaria na Espanha é de 3,8mg, 4,8mg

na Franga, e no Reino Unido é de 1,1mg (113).

6.2 Absorcao, Transporte e Metabolismo

A absorgao intestinal do licopeno inclui diversas etapas. Primeiramente,
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o licopeno € liberado da matriz alimentar através da agdo mecénica do trato
digestorio e, entdo emulsificado através dos sais biliares na luz intestinal (113).
Durante esse processo € possivel que ocorra a isomerizagdo da molécula,
alterando sua configuragéo frans para cis-licopeno, isémero encontrado nos
tecidos corporais (114). Posteriormente, o licopeno é incorporado as micelas e
passivamente captado pelos enterdcitos. Esse processo pode ser facilitado
através do transportador de membrana de colesterol receptor scavenger classe
B tipo | (SR-BI, do inglés scavenger receptor class B type I). No interior dos
enterdcitos o licopeno é incorporado aos quilomicrons juntamente com os
lipidios dietéticos seguindo o mesmo destino destes, ou seja, entrando no
sistema linfatico e, posteriormente, a circulagdo sanguinea e tecidos (113,
115).

Nessa rota, parte do licopeno pode ser absorvido pelos tecidos
periféricos conforme a LPL degrada os quilomicrons. O quilomicron
remanescente é levado ao figado via receptores LDL, onde o licopeno pode
ser também estocado nos hepatdcitos. Ainda, parte das moléculas de licopeno
podem ser reincorporada em lipoproteinas e voltar a circulagéo (116). Enzimas
expressas nos tecidos, incluindo o trato gastrointestinal e o figado séo
responsaveis pela clivagem do licopeno. Parte do composto ingerido na
alimentacéo é absorvida em sua forma intacta, enquanto outra parte é clivada
nos enterocitos. Os metabdlitos atingem a circulagdo e chegam ao figado.
Tanto no trato gastrointestinal quanto nos tecidos, o licopeno sofrera agéo das
enzimas [B-carotene 15,15-oxygenase (BCO1) e B-carotene-9’,10-oxygenase
(BCO2), a primeira & responsavel pela clivagem central da molécula e, a
segunda, é responsavel pela clivagem das extremidades (Figura 9) (116). Os
metabdlitos originados pela clivagem podem apresentar atividade bioldgica
especificas e nao especificas, in vivo e in vitro, assim como a molécula intacta

de licopeno (117).
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Figura 9. Absorcado, transporte e metabolismo do licopeno. O licopeno é
incorporado as micelas na luz intestinal e adentra o enterdcitos passivamente
e via SR-BI. Parte do licopeno € mantida intacta e parte é clivada por enzimas.
Moléculas intactas sao incorporados aos quilomicrons e direcionados para os
vasos linfaticos e chegam ao figado, os metabdlitos atingem a circulagéo portal
e depois ao chegam ao figado. No figado, moléculas intactas podem ser
clivadas. Metabdlitos podem apresentar atividade bioldgica no 6rgéo, e o
licopeno intacto é transportado via lipoproteinas para outros tecidos. SR-BI:
receptor scavenger classe B tipo |, BCO1: B-carotene 15,15-oxygenase e
BCO2: B-carotene-9',10-oxygenase. Figura criada com ilustragdes disponiveis

em https://biorender.com/ (acesso em 08 de novembro de 2022).

6.3 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade do licopeno € influenciada por varios aspectos
incluindo a composicao da dieta e o processamento do alimento. O carotenoide
€ um composto lipossoluvel, por conseguinte, 0 seu consumo associado a uma
fonte de gordura potencializa sua biodisponibilidade. Brown e colegas (118)
avaliaram a biodisponibilidade do licopeno ap6s a ingestao de salada contendo
espinafre, alface, tomate e cenoura acrescida de 0, 6 ou 28g de 6leo de canola.

Foi observado que a presencga de licopeno nos quilomicrons plasmaticos foi
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proporcional a quantidade de 6leo presente no molho das saladas. O licopeno
derivado de tomates frescos e nédo processados € pobremente absorvido. A
absorgao € maior a partir de alimentos processados como molho de tomate
aquecido em 6leo (119). Isto pois, além de seu carater lipossoluvel o licopeno
esta localizado nos cloroplastos ou cromoplastos das células vegetais. O
processamento, quer térmico quer mecanico, € capaz de romper a parede
celular vegetal tornando o licopeno disponivel para ser absorvido (120).

As plantas usualmente apresentam o isémero trans-licopeno.
Entretanto, as formas cis-licopeno sdo mais facilmente absorvidas pelas
células intestinais por serem mais lipossoluveis e, portanto, preferencialmente
empacotadas em micelas no momento da absor¢gdo. A cocgéo, ou seja, a
exposicao a energia térmica, além da exposicdo a luz e acidos sao
responsaveis pela isomerizacdo do licopeno, ftrans para cis-licopeno,
favorecendo sua absorg¢ao (106). Nos tecidos de humanos, quando mensurado
a concentragao de licopeno, de 35 a 79% corresponde a forma cis (121). Além
da isomeria geométrica, outro fator que pode interferir na biodisponibilidade do
licopeno de frutas e vegetais in natura é a presencga de fibras dietéticas. Alguns
tipos de fibras, como a pectina, podem reduzir a biodisponibilidade do licopeno,

prejudicando a sua absorgado devido ao aumento da viscosidade (122).

6.4 Distribuigao para os Tecidos

Uma vez absorvido o licopeno é transportado pela corrente sanguinea
a diversos orgaos onde pode ser armazenado. Na circulagédo, enquanto outros
carotenoides sado primariamente carregados como colesterol HDL, o licopeno
circula majoritariamente como colesterol LDL, sendo que do conteudo de
licopeno consumido 58 a 73% é carreado pela LDL, 17 a 26% pela HDL e 10
a 16% pela VLDL (116,123). Os receptores SR-BIl estao expressos em diversos
tecidos além dos enterdcitos, dessa forma, medeiam essa transferéncia de
carotenoides/licopeno entre lipoproteinas e tecidos, assim como o CD36 (121).

A distribuicdo do licopeno nos tecidos € heterogénea o que esta
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relacionado com seus efeitos bioldgicos em alguns tecidos em detrimento de
outros. As maiores concentragdes de licopeno sdo encontradas no figado,
testiculos, glandulas adrenais, tecido adiposo e prostata (109). Sendo que o
figado se caracteriza como principal 6rgdo de depdsito de licopeno o que
justifica sua agao sobre processos fisiopatoldgicos relacionados a patologias
como a NAFLD (124).

6.5 Oleorresina de Tomate

Atingir as elevadas dosagens de licopeno propostas na literatura,
através de seus alimentos fontes, € uma alternativa inviavel (125, 126).
Portanto, faz-se necessaria a utilizagcao de extratos, como a oleorresina de
tomate. Nestes complexos de licopeno de tomate, também sao encontrados,
em menores concentracdes, carotenoides, tocoferdis e fitosterois (127).
Pesquisas tem demonstrado inumeros beneficios da utilizacdo da oleoresina
de tomate em componentes da SM, podendo-se considerar que a atividade do
licopeno pode ser aprimorada por meio de sua relagdo sinérgica com o0s

demais antioxidantes que ocorrem naturalmente no tomate (15, 16, 128. 129).

7 Justificativa

O consumo excessivo da dieta ocidental esta associado a alteracdes
metabdlicas que caracterizam a SM. Nesse trabalho, foi adotado um modelo
de inducédo dietético baseado em uma dieta que mimetiza a dieta ocidental,
composta por uma dieta uma dieta rica em carboidratos simples e gordura,
acrescida de 25% de sacarose na agua de beber. Esse padrao dietético é
capaz de promover alteragdes ponderais, elevacao de glicose e triglicerideos
séricos, hipertensao e acumulo hepatico de gordura, compondo a constelagéo
de fatores que integram a SM.

Avancos metodolégicos permitiram a andlise de metabdlitos,

abordagem chamada de metabolémica, que tem sido particularmente util e
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muito explorada para o estudo de doencas metabdlicas cronicas com
fisiopatologias complexas devido as multiplas interagdes entre fatores que as
causam. Assim, espera-se que 0 emprego dessa abordagem fornecga
informagdes e insights adicionais sobre os mecanismos dos processos e
fungdes bioldgicas, aumentando o conhecimento sobre o desenvolvimento e a
progressao da doenga.

Considerando a importancia do impacto da SM e sua consequéncia
hepatica, a NAFLD, para a saude coletiva, esse trabalho verificou o papel da
oleoresina de tomate sobre tal condigdo, uma vez que o potencial terapéutico
do carotenoide esta relacionado a importantes processos vinculados ao
desenvolvimento da patologia. Dessa forma, esse projeto tem como hipétese
que a suplementagado com oleoresina de tomate € capaz de impactar o perfil
metabolémico hepatico de ratos portadores de SM. Ja que o licopeno parece
modular importantes processos metabdlicos do organismo, diminuindo a
gravidade de fatores de risco para complicagbes futuras da SM,
restabelecendo a funcionalidade de 6rgéos vitais (Figura 10).

Figura 10. Hipdtese do trabalho. Considerando que o licopeno esta envolvido
em importantes processos metabdlicos do organismo, esse trabalho hipotetiza
que a oleorresina de tomate altera o perfil metabolédmico hepatico de ratos

portadores de sindrome metabdlica induzida por uma dieta rica em acucar e
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gordura. Figura criada com ilustragdes disponiveis em https://biorender.com/
(acesso em 04 de abril de 2023)

8 Objetivos

8.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito da suplementagdo com o licopeno sobre o metaboloma

hepatico de ratos portadores de sindrome metabdlica.

8.2 Objetivos Especificos

1) Caracterizar a presenca da sindrome metabdlica;
2) Avaliar a presenca de triglicerideos hepaticos;

3) Verificar a biodisponibilidade tecidual do licopeno.
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Abstract: Background: MetS features are drivers
for the development of liver consequences.
Lycopene is an antioxidant whose protective
potential on MetS-related liver disorders has been
investigated. Aim: The aim was to verify the
effects of lycopene supplementation, offered
through tomato oleoresin, on the hepatic
metabolomic profile in a diet-induced metabolic
syndrome model. Methods: Wistar rats were
distributed into two experimental groups.
Control (Co, n = 12) and high sugar-fat diet
(HSFD, n = 12). After 20 weeks, the animals were
redistributed into the control (Co, n = 6), control
supplemented with lycopene (Co+Lyc, n = 6),
Metabolic Syndrome (MetS, n = 6), and MetS




supplemented with lycopene (MetS+Lyc, n = 6).
Animals received lycopene solution (10 mg/kg/day)
or vehicle (corn oil) via gavage for 10 weeks. Results:
Supplementation with tomato oleoresin promoted a
decrease in plasma levels of glucose and
triglycerides, and an increase in HDL levels. The
compound attenuated triglyceride levels in liver
tissue. Metabolic analysis revealed increased levels of
two branched-chain amino acids (BCAA, L-leucine,
and L-Isoleucine) by lycopene. Conclusion: Tomato
oleoresin supplementation treated MetS features and
their consequences in the liver and increased
Sphinganine 1-phosphate and restored L-leucine, D-
leucine and L-isoleucine hepatic levels.

Keywords: lycopene, tomato oleoresin, high sugar-fat diet,
metabolomic, NAFLD, metabolic syndrome.

1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is a relevant public health challenge
strongly correlated to genetic and environmental factors including
socioeconomic status, eating habits, and restricted physical activity
[1,2]. Currently, this condition affects more than 1 billion people
worldwide and its incidence often rises alongside the incidences of
obesity and type 2 diabetes mellitus [1]. MetS is a pathologic condition
characterized by abdominal obesity, hyperglycemia, insulin
resistance, hypertension, and dyslipidemia (3). Not being considered
a disease itself, is a term that highlights traits that promote an
increased risk of chronic diseases. MetS features act synergistically
leading to a greater risk of negative health outcomes than the presence
of these factors alone [1,4].

The cluster of metabolic abnormalities found in MetS confers
important pathophysiological aspects that lead to liver impairment.
The liver is the site of metabolism of key MetS components, such as
glucose and circulating lipids influenced by dietary factors [3].

Patients with MetS often have an increase in triglyceride accumulation
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in the liver and hepatic insulin resistance, which contributes to the
development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) [5]. NAFLD
is a spectrum of changes ranging from simple steatosis to biochemical
and functional abnormalities in the liver, which may result in an
inflammatory process known as nonalcoholic steatohepatitis (NASH),
and may progress to hepatic cirrhosis and hepatocellular carcinoma
[6]. It is hypothesized that these liver disorders are the result of
multiple insults including an imbalance of hepatic lipid flux, insulin
resistance, inflammation, oxidative stress, genetic and epigenetic
mechanisms, environmental elements, and microbiota changes [7].
Therefore, it is clear that MetS play a central role in the genesis of
NAFLD.

The current approach to the MetS treatment is based on
pharmacological drugs for the individual treatment of the
manifestations, in other words, isolated treatments for hypertension,
hyperglycemia, and hypertriglyceridemia [8]. Another approach is a
lifestyle change, improving eating habits and the physical activity
level. Therefore, the investigation of alternative therapeutic strategies
could be an interesting advantage, as well as the use of bioactive
compounds [9].

Lycopene is a carotenoid without provitamin A activity, which
gives red colors to vegetables such as tomatoes, red grapefruit,
watermelon, and apricots [10]. This carotenoid is a powerful
antioxidant with anti-inflammatory activity [10,11], which has been
shown to modulate important metabolic processes in the body,
attenuating risk factors for metabolic diseases and restoring liver
function, mediating the mechanisms that underlying MetS and its
consequences [12]. Lycopene is a liposoluble compound depending on
dietary lipids to be absorbed and is preferentially accumulated in the
liver, being one of the main storage organs of lycopene [13], thus, from
this point of view, the investigation of the effects of lycopene on
hepatic metabolites can unveil a panorama of therapeutic targets.

There by, this study aimed to verify the effects of lycopene
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supplementation, offered through tomato oleoresin, on the hepatic

metabolomic profile in a diet-induced metabolic syndrome model.

2. Materials and Methods

2.1 Experimental Design

Eight-week-old male Wistar rats were randomized into two
groups, fed different diets to induce the metabolic changes seen in
metabolic syndrome: control diet (n=12) and high sugar fat diet
(HSFD) (n=12). The diets were developed by our research group and
the composition has been described previously by Francisqueti et al.,
[14]. Briefly, both diets are nutritionally balanced for micronutrients,
but with differences in macronutrient quality. The control diet is
composed by soybean meal, sorghum, soybean peel, dextrin, soybean
oil, vitamins and minerals. The HSFD was designed to mimic the
development of MetS associated with western dietary habits, being
composed of soybean meal, sorghum, soybean peel, dextrin, sucrose,
fructose, lard, vitamins and minerals and addition of 25% sucrose in
drinking water.

The animals were kept in a controlled environment of
temperature (22+3 °C), humidity (relative humidity of 60+5%,) and
luminosity (12h light-dark cycle) with feed and water ad libitum. After
twenty weeks, the MetS was determined by changes in body weight,
fast blood glucose, and plasma triglycerides. As animals submitted to
different diet models do not always present the expected response,
which can lead to errors in the classification, a separation point based
on body weight, plasma triglycerides and glucose was established. A
95% confidence interval was built for body weight, fasting glucose and
plasmatic triglycerides for the control and HSFD groups. It was
adopted as the point of separation between the groups, the midpoint
between the upper limit of the control group and the lower limit of the
HSF group. From the data the MetS was characterized and the animals
that didn’t developed MetS were excluded from the experiment. For

the study of the treatment with tomato oleoresin supplementation, the

71



animals were redistributed into four experimental groups: control (Co,
n=6), control supplemented with tomato oleoresin (Cot+Lyc, n=6),
metabolic syndrome (MetS, n=6) and metabolic syndrome
supplemented with tomato oleoresin (MetS+Lyc, n=6). This procedure
was performed over a period of 10 weeks to verify the effect of

lycopene treatment on MetS parameters.

2.2 Tomato Oleoresin Supplementation

The tomato oleoresin (Lyc-O-Mato® 6% dewaxed; LycoRed
Natural Products Industries, Beersheba, Israel) was mixed with corn
oil and stored in a dark place at 4 °C. Before the use of the mixture of
tomato oleoresin and corn oil was placed in the water bath for 20
minutes at 54 °C. The lycopene desired concentration and stability
were checked by diode-array spectra at 450nm [15]. The animals
received the tomato oleoresin (10mg/kg/day) via gavage for 10 weeks,
the content of lycopene was 5mg/ml [16]. The non-tomato oleoresin-
supplemented groups received corn oil as a vehicle via gavage. To
ensure the same energy supply, the four groups received the same

corn oil amount (2 ml/kg/day).

2.3 Euthanasia and Samples Collection

All the experimental protocol were approved by Ethics
Committee on Animal Experiments of the Botucatu Medical School,
UNESP (protocol number 1266/2018) and conducted following the
National Institutes of Health (NIH) Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals [17]. After 30 weeks of the experiment, following
the systolic blood pressure (SBP) evaluation, the animals were fasted
for 8 hours, fasting blood glucose was evaluated and then the animals
were anesthetized (thiopental 120 mg/kg/i.p.) and euthanized by
decapitation after verification of the absence of foot reflex. Blood
samples were collected, and the plasma was separated by
centrifugation (800 x g at 4 °C for 10 min) for metabolic analyzes. The
adipose tissue was isolated, dissected, and weighted for adiposity
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index calculation. For further analysis, blood and liver tissue were

collected and frozen at -80°C in sterile cryotubes.

2.4 Nutritional Profile

The nutritional profile of the animals was assessed by caloric
intake, final body weight, and weight gain. Food and water intake
were daily calculated from the individual leftovers of each animal, and
after 30 weeks of experiment the average caloric intake was
determined by multiplying the energy value of each diet (g x Kcal) by
the daily food consumption. The caloric intake for the groups fed with
HSFD also included the calories from 25% sucrose added to drinking
water. The following formulas were used for the calculation:

1. Control diet: caloric intake (kcal/day) = chow intake (g) x
energy value of the diet (3.59 kcal/g);

2. HSFD: caloric intake (kcal/day) = [chow intake (g) x
energy value of diet (4.35 kcal/g)] + [water intake (mL) x 0.25 x 4 kcal
per gram of carbohydrate].

The body weight was measured weekly. The weight gain was
calculated by subtracting the initial weight from the final weight of the
animals [weight gain (g) = final weight (g) - initial weight (g)] [18].

2.5 Metabolic Syndrome Characterization

The adiposity index was calculated by the sum of fat deposits
normalized by body weight and multiplied by 100 (adiposity index
(%) = (epididymal (g) + visceral (g) + retroperitoneal (g))/final weight
(8) x 100).

The SBP was measured in conscious rats by a non-invasive tail-
cuff method wusing an electro-sphygmomanometer (Narco
BioSystems® Inc., Austin, TX, USA) [19]. The animals were kept in a
wooden box (50 x 40 cm) between 38 and 40 °C for 4-5 min to stimulate
arterial vasodilation. A cuff with a pneumatic pulse sensor was
attached to the tail of each animal. The cuff was inflated to 200 mmHg
pressure and subsequently deflated. The blood pressure values were

recorded on a Gould RS 3200 polygraph (Gould Instrumental, Valley

73



View, OH, USA). The mean of three SBP readings was obtained for
each animal.

The fasting blood glucose evaluation was performed by
glucometer (Accu-Chek Performa; Roche Diagnostics Indianapolis,
IN, USA). The plasma concentrations of triglycerides and HDL
cholesterol were performed with colorimetric enzymatic detection kits
(BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brazil) in an automatic enzymatic
analyzer system (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray Medical

International Limited, Shenzhen, China).

2.6 Lycopene Bioavailability Evaluation

The presence of lycopene was determined in hepatic tissue
homogenate [18]. Briefly, the samples were incubated with internal
standard (equinenone) and chloroform/methanol CHCI3/CH3OH (3
mL, 2:1, v/v) and 500 mL of saline 8.5 g/L. Then, the samples were
centrifuged at 2000 x g for 10 min and the supernatant was collected
and hexane was added. The chloroform and hexane layers were
evaporated under nitrogen and the residue was resuspended in 150
mL of ethanol and sonicated for 30 s. 50 pL of this aliquot was injected
into the high-performance liquid chromatography (HPLC). The HPLC
system was a Waters Alliance 2695 (Waters, Wilmington, MA, USA)
with a C30 carotenoid column (3 mm, 150 x 3 x 4.6 mm, YMC,
Wilmington, MA, USA) and Empower 3 chromatography data
software (Milford, MA, USA). The HPLC system programmable
photodiode array detector was set at 450 nm for carotenoids. For the
quantification of the chromatograms, a comparison was made
between the area ratio of the substance and the area of the internal

standard obtained in the analysis.

2.7 Assessment of Hepatic Triglyceride Content

Liver tissue samples (~100mg, were homogenized in 1 ml of
phosphate-buffered saline. Lipids from thin layers were obtained and
lipids from water-soluble components of the tissue extracts were

partitioned by organic extraction. Then, were analyzed by colorimetric

74



enzymatic detection kits for triglyceride (BioClin®, Belo Horizonte,
MG, Brazil) in an automatic enzymatic analyzer system (Chemistry
Analyzer BS-200, Mindray Medical International Limited, Shenzhen,
China) [20].

2.8 Metabolomic Analysis: Processing Sample

The liver samples (~10mg + 1mg) were placed into 2ml
microcentrifuge tubes containing stainless steel balls. Samples were
immediately flash-frozen in liquid N2, homogenized using a ball mill,
and put on ice to which 1 mL of chloroform: methanol: dH20O (1: 2.5:
1). The samples were vortexed in a cold room at 4°C for 15 min and
return to ice then, were centrifuged at 5000 x g at 4°C for 3 min and the
supernatants were collected. To separate polar and non-polar
metabolites phases, 0.5 mL of sterile deionized water was added to the
samples, mixed with a vortex, and centrifuged at 5000 x g at 3°C for 3
min. The polar (top phase) and non-polar phases (bottom phase) were
aliquoted into separate labeled 2 mL microcentrifuge tubes and then
dried using a Buchi Rotavapor RE120 with Buchi V5-1 vacuum and
Buchi 461 water bath at 25 °C (Buchi Ltd., Postfach, Switzerland) [21].

2.9 Untargeted Metabolomics Analysis

Extracted metabolites were analyzed by flow infusion
electrospray ionization high-resolution mass spectrometry (FIE-
HRMS). FIE-HRMS was performed by a Q-Exactive Plus mass
analyzer equipped with an UltiMate 3000 UHPLC system. Metabolite
fingerprints were created in both positive and negative polarity
switching modes. Ion intensities were acquired between m/z 55 and
1200 for 3.5 min in profiling mode at a resolution setting of 280,000.
Twenty uL of each extract was injected by an autosampler into a flow
of 100 pL-min-1 methanol/water (70:30, v/v). An in-house data
aligning routine in Matlab (R2013b, The MathWorks) was used to join
mass spectra around the apex of the infusion maximum into a single
mean intensity matrix (runs x m/z) for each ionization mode. For each

mass-ion (m/z) the annotation was made using a 3-ppm tolerance on
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their accurate mass. Data from the matrix were log10-transformed and
used for statistical analysis performed by MetaboAnalyst 4.0. The
significance of the cross-validated p-values, based on one-way
analysis of variance (ANOVA), was set to p<0.05. Multiple
comparisons and post-hoc analysis used Tukey’s Honestly Significant
Ditference (Tukey’s HSD). Both ANOVA and Tukey’s HSD allowed
the identification of significant metabolite changes between the four
experimental groups. Metabolites that did not show significant
differences between the groups were not further analyzed. Differences
in the metabolomics profiles of samples were analyzed by Supervised
group discrimination performed by partial least squares -
discriminant analyses (PLS-DA), variable importance in projection
(VIP), and hierarchical clustering (heatmap) [21].

2.10 Statistical analysis

The data analysis was performed using the software Sigma Stat
for Windows Version 3.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA).
Data were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) or
Kruskal-Wallis test with Tukey post-hoc test. Results were presented
as mean + standard deviation (SD) or median (interquartile range). A

p value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1 Nutritional Profile

The nutritional profile is shown in Table 1. There was no
difference between groups in caloric intake of the control diet (Co and
Co + Lyc) or HSFD (MetS and MetS) as seen in previous studies by
our research group exploring the same dietary model (14). The
increase in final body weight and weight gain was observed in the
MetS and MetS + Lyc groups.
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Table 1. Nutritional profile

Groups
Variables Co Co + Lyc MetS MetS + Lyc
Caloric intake (Kcal) 87+9.7a 91.0+852 96.8+6.52 934+9.8«

Initial body weight (g) 1992842 205+1432 2102142 198+11.6%
Final body weight (g) ~ 490+44:  477+602  568+75b 552 +43b
Weight gain (g) 291+33a 2724422  358+73b  354£35b

Parametric data expressed in mean + standard deviation. Comparison by two-way
ANOVA with Tukey post-hoc test. Different letters correspond to the significant
statistical difference (p<0.05); n = 6 animals/group. Co: Control group; Co: Control +
Lyc: Control supplemented with lycopene; MetS: Metabolic syndrome group; MetS
+ Lyc: Metabolic syndrome group supplemented with lycopene.

3.2 Metabolic Syndrome Characterization

The dietary model was able to induce metabolic syndrome
features, presented in Table 2. The MetS groups showed an increase in
adiposity index, systolic blood pressure, fasting blood glucose, and
triglycerides compared to the Control groups. The tomato oleoresin
supplementation was not able to improve all these alterations, but was
efficient in attenuating the plasma triglycerides levels and promoted

HDL cholesterol levels increase in Cot+Lyc and MetS + Lyc groups.

Table 2. Metabolic Syndrome characterization.

Groups
Markers Co Co +Lyc MetS MetS+Lyc
Adiposity index (%) 39+0.62 43+122 81+17b 87=x16°"

Systolic blood pressure (mmHg) 130+2.62 132+3.02 137+6.1> 137+54°P
Fasting blood glucose (mg/dL) 77+14- 80162 99+21b 102+7.1¢b
Triglycerides (mg/dL) 71+£11.72  77+20a  118+26> 95+18a
HDL Cholesterol (mg/dL) 18+33a  24+40° 19+55a 29+27c¢

Parametric data expressed in mean + standard deviation. Comparison by two-way
ANOVA with Tukey post-hoc test. Different letters correspond to the significant
statistical difference (p<0.05); n = 6 animals/group. Co: Control group; Co: Control +
Lyc: Control supplemented with lycopene; MetS: Metabolic syndrome group;
MetS+Lyc: Metabolic syndrome group supplemented with lycopene; HDL: high-
density lipoprotein cholesterol.
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3.3 Hepatic Lycopene Bioavailability and Triglyceride Content Evaluation

Levels of lycopene in liver tissue were found only in groups that
received tomato oleoresin supplementation, as shown in Figure 1A.
Control and MetS groups presented non-detectable levels of lycopene.
The hepatic triglycerides content, a marker of steatosis, was higher in
the MetS groups and tomato oleoresin supplementation was able to

attenuate the levels of triglycerides in the liver (Figure 1B).
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Figure 1. Concentration of lycopene on hepatic tissue (A) and content of triglycerides
in the liver (B). Data expressed as mean + standard deviation. Comparison by two-
way ANOVA with Tukey post-hoc test. Different letters correspond to the significant
statistical difference (p<0.05); n = 6 animals/group. N.D: non-detectable; TG:
triglycerides; Co: control; Co + Lyc: control + lycopene; MetS: metabolic syndrome
and MetS + Lyc: metabolic syndrome + lycopene.

3.4 Untargeted Metabolomics Analysis

The analysis of hepatic metabolome identified 3293 metabolites
in the hepatic tissue and 98 metabolites were statistically significant

(Figure 2).
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Figure 2. Statistical analysis of the identified metabolites in the liver. The metabolites
of the experimental groups were selected by one-way ANOVA and the red dots
represent the difference for p<0.05

The variable importance in projection (VIP) scores plots from
the four experimental groups were used to indicate metabolite which
could discriminate between lycopene supplementation effects in the
liver, presented in Figure 3A. Metabolites with greater VIP scores are
more important in contributing to the separation between the four
experimental groups, while those with smaller VIP scores have lower
influence on the model and treatment. Therefore, the metabolites with
higher scores indicate their essential role in the discrimination of
metabolic profiles. Considering this data, a hierarchical clustering
analysis of the 15 most important metabolites was performed, as
shown in Figure 3B. The metabolites sphinganine 1-phosphate, D-
leucine, L-leucine, and L-isoleucine presented a markedly opposite

abundance in the MetS+Lyc group compared to the MetS group.
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Figure 3. Identified metabolites. (A) variable importance in projection (VIP) scores
of each compound (most significant) according to the experimental groups and (B)
hierarchical cluster and heatmap of primarily identified metabolites according to the
experimental groups. VIP scores indicate the top important metabolites contributing
to the separations of metabolic profiles of the groups. The relative abundance of
metabolites is indicated by a colored scale from green to red representing the low
and high, respectively. Co: control; Co + Lyc: control + lycopene; MetS: metabolic
syndrome and MetS + Lyc: metabolic syndrome + lycopene.

The statistical differences for these 4 metabolites are showed in
Figure 4. It is possible to verify the tomato oleoresin influences on
sphinganine 1-phosphate, D-leucine, L-leucine, and L-isoleucine

levels.
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Figure 4. Metabolites affected by lycopene supplementation. Relative intensity of
each metabolite was compared among different groups by two-way ANOVA and
Tukey post-hoc tests.

In contrast, there were no statistical differences in the effect of
tomato oleoresin supplementation for the metabolite uric acid,
xanthosine, xanthine glycocholate, cholic acid, bile acid, farnesyl
diphosphate, all trans hexaprenyl diphosphate, calcitriol, s-adenosyl-
L-methionine and L-homocysteine (Figure 5). Instead, the HSFD led to

changes in levels of these metabolites.
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Figure 5. Metabolites not affected by lycopene supplementation. Relative intensity
of each compound was compared among different groups by two-way ANOVA and

Tukey post-hoc tests
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4. Discussion

This study aimed to verify the effects of the lycopene-containing
tomato oleoresin supplementation on the hepatic metabolomic profile in a
diet-induced metabolic syndrome model. Despite the similar caloric intake
between the groups (Control and MetS), the difference in diet composition,
particularly, its macronutrient quality reflected a greater weight gain in the
groups fed with HSFD. The MetS features were also induced, demonstrated
by the increase of adiposity index, SBP, fasting glucose levels, triglycerides
levels, and decrease of HDL levels. In addition, the increase in hepatic
triglyceride content was observed, a marker for steatosis. In a previous
study, our research group has already reported the nutritional, metabolic,
and hepatic disorders triggered by the dietary model, as well as the
therapeutic effects of lycopene on the risk factors for MetS and, mainly, on
the hepatic lipid accumulation (18).

The supplementation with tomato oleoresin did not influence the
caloric intake behavior, body weight, and weight gain of the treated group.
In line with these data, the adiposity index was not suppressed by lycopene.
Although the effects of lycopene on body weight control and adiposity are
reported [22,23], no interference of the compound on these parameters was
observed [24]. In agreement with previous studies, lycopene lowered the
high levels of plasmatic triglycerides with enhance of HDL in MetS rats,
events well reported in the literature [23-25].

As lipid levels were modulated by the compound, reflecting a lower
accumulation of hepatic triglycerides, the study of the liver could reveal
information about the effect of tomato oleoresin on pathophysiological
mechanisms. In line with this, the present study investigated the hepatic
metabolome in the MetS context, in animals treated with tomato oleoresin.
To our knowledge, there is a lack of literature on this approach. The
metabolomic analysis is particularly well-placed to describe large-scale

pathophysiological events and the tomato oleoresin's treatment targets.
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HSFD-induced MetS culminated in changes in the hepatic metabolome, regardless
of lycopene supplementation

The HSFD induced glycocholate, uric, cholic and bile acid synthesis
and impaired endogenous calcitriol synthesis, besides reducing farnesyl
diphosphate, all-trans-hexaprenyl diphosphate, S-adenosyl-L-methionine,
L-homocysteine and xanthosine levels in liver tissue. Several risk factors for
hyperuricemia and hypercholesterolemia have been identified in MetS
subjects. Hyperadiposity, dyslipidemia, and inflammation are strictly
related to increased levels of uric acid in humans [26-28]. Moreover,
increased consumption of fructose and sucrose are classical inductors of
hyperuricemia in animal models [14, 29]. As proof of concept, both MetS
groups, tomato oleoresin supplemented or not, showed lower levels of
xanthosine and higher levels of xanthine and the final product uric acid,
indicating the increased metabolic rate of uric acid synthesis from its
precursor.

In contrast, lower levels of farnesyl diphosphate, an intermediate
metabolite of cholesterol synthesis in the liver, indicate a reduction in
endogenous cholesterol production in MetS rats. Cholesterol biosynthesis
and absorption are tightly regulated by a negative feedback mechanism.
This close relationship between dietary cholesterol absorption and
endogenous synthesis is necessary to maintain whole-body cholesterol
balance [30]. In line with this, all-trans-hexaprenyl diphosphate were
mitigate in HSFD-fed animals. This metabolite is the end product of the
hexaprenyl diphosphate biosynthesis pathway that undergoes a series of
polymerizations to form various polyisoprenoids. Polyisoprenoid alcohols
have been found in the cells of all living organisms from bacteria to human
[31]. In animals, polyisoprenoids are synthesized via mevalonate pathway,
which converts acetyl-CoA to several metabolically important molecules
including  farnesyl diphosphate.  [32]. Thus, cholesterol and
polyisoprenoids are related compounds that share the cholesterol
biosynthesis pathway, which explains why farnesyl diphosphate and all-
trans-hexaprenyl diphosphate are depleted in the MetS model.

MetS groups showed increased levels of cholic and glycocholic acids,

both byproducts of cholesterol degradation, in addition to increased
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synthesis of bile acid in the liver [32]. These findings suggest that an
increased supply of dietary cholesterol is impairing the endogenous
synthesis of this molecule and promoting its excretion. Thus, to avoid an
increase in plasma cholesterol levels, there is a reduction in cholesterol
synthesis and an increase in cholesterol excretion by bile acids, given the
increase in cholesterol intake [30].

In the same way, lower levels of calcitriol (the active analog of
vitamin D) were also observed in MetS groups. Development of hepatic
steatosis and its complicated stages from NAFLD to NASH and cirrhosis is
associated with low levels of calcitriol in murine models and humans [33]
and this is consistent with the findings of the present study. Also, vitamin
D deficiency is related to the severity of NAFLD in patients who have
normal liver enzymes [34]. The lower levels of vitamin D could be
associated with its metabolism which involves cytochrome P450 mixed-
function oxidases (CYPs). These enzymes could be found in the
mitochondria and the endoplasmatic reticulum, organelles that are sensitive
to the oxidative stress triggered by overnutrition [35].

Deficiency in sulfured amino acids such as S-adenosyl-L-methionine
and L-Homocysteine was also observed in the MetS groups. Although
several animal models for hepatic metabolic disorders are induced by
methionine-poor diets, how methionine levels are associated with NAFLD
remains unclear. [36,37]. Also, authors have reported impaired sulfur-
amino acid metabolism in the presence of chronic liver diseases with lower
levels of S-adenosyl-L-methionine [38]. S-adenosyl-L-methionine is a key
metabolite for glutathione synthesis, an enzyme that has important
antioxidant activity [39]. Furthermore, S-adenosyl-L-methionine is a methyl
donor for phosphatidylcholine, an important precursor of VLDL synthesis,
which can impact lipid transport from the liver to peripheral tissues [40].
Taken together, these findings are consistent with the MetS condition,
therefore, the expected hepatic manifestation is the development of
disturbances in lipid and amino acid metabolism. In this model, tomato

oleoresin supplementation seems to not influence this metabolic pathway.
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Lycopene acted differently on the Co and MetS groups, reducing and increasing
Sphinganine 1-phosphate levels

The Co group treated with tomato oleoresin exhibited lower levels of
Sphinganine 1-phosphate levels (S1P) than its similar non-treated. Instead,
the MetS group treated with tomato oleoresin had higher levels of S1P
compared to the group which received only HSFD. Sphingolipids are
crucial for membrane structure and function; their metabolism leads to the
formation of lipid mediators such as S1P.

The turnover of sphingolipids, which is initiated by the action of
sphingomyelinase, leads to the formation of ceramide, which is further
processed into sphingosine by the enzyme ceramidase. Sphingosine is then
phosphorylated by sphingosine kinase (Sphk) isoenzymes, giving rise to
SIP [41, 42]. These lipids, SIP and ceramide, have complex
interrelationships. S1P has intra and extracellular functions, modulating cell
growth, survival, cell differentiation, migration, and regulation of immune
cells. On the other hand, ceramide is known as one of the damage-associated
molecular patterns (DAMPs) which activate toll-like receptors promoting
tissue inflammation [43], especially in fatty liver diseases. Recently, two
compounds were identified as selective and non-selective inhibitors of
ceramide synthase, fingolimod, and fumonisin, respectively. The actions of
both compounds result in reduced ceramide synthesis with increased
concentrations of S1P [44].

The phenomenon of increased levels of SIP in the MetS group
supplemented with tomato oleoresin can be supported by possible effects
on the balance of the mentioned mechanism. S1P and the isoenzymes
related to S1P metabolism possess an important role in liver physiology and
pathophysiology [45], because the sphingosine conversion to S1P occurs via
two sphingosine kinases (S5phK 1 and 2). SphK 1 is linked to NAFLD and
NASH development while SphK2 is associated with fatty acid oxidizing
genes and liver fatty acid oxidation and reduction of hepatic lipid droplet
accumulation [46]. This second metabolic pathway is consistent with the
well-known antioxidant, anti-inflammatory, and protective effects of

lycopene in NAFLD [18]. Nevertheless, the effects of tomato oleoresin and
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lycopene on sphingolipid metabolism are poorly understood. The present

study raises the hypothesis to be tested in future research.

Lycopene restored the depletion of metabolites L-Isoleucine, L-Leucine, and D-
Leucine

MetS led to lower levels of L-Isoleucine, L-Leucine, and D-Leucine,
however, tomato oleoresin supplementation restored these metabolites
levels. The present study identified the potential of tomato oleoresin
supplementation in restoring concentrations of two branched-chain amino
acids (BCAAs), L-leucine, D-leucine and L-isoleucine, in the liver of MetS
rats. Leucine, isoleucine, and valine are known to mediate the activation of
several important hepatic metabolic signaling pathways, including insulin
signaling, glucose regulation, and lipid oxidation. Additionally, BCAAs
play important roles in maintaining a healthy liver. These roles range from
cancer stem cell suppression to inhibition of reactive oxygen species (ROS)
production. BCAA supplementation is also reported to improve insulin
resistance and promote liver regeneration [47-51]. This is the first report
presenting tomato oleoresin supplementation influences on BCAA levels in
liver tissue in HSFD-induced MetS.

The amino acid pool coming from gut absorption is firstly
catabolized in the liver, except BCA As that go direct to extra-hepatic tissues,
primarily skeletal muscles, to be consumed in protein synthesis or other
cellular processes. The first step of BCAA catabolism occurs in skeletal
muscles through the enzyme BCAA transaminase (BCAT) which uses a-
ketoglutarate to form branched chain a-keto acids (BCKA) and glutamate.
Then, BCKAs return to the liver to be completely degraded by the branched-
chain a-keto acid dehydrogenase (BCKD) [52]. BCAAs absorbed are derived
from dietary sources and they are both produced and degraded by gut
microbiota in the human intestine. Gut microbiome source is especially
important for the D-leucine isoform, which is not found in human tissue
and is derived only from bacterial metabolism. Intestinal bacteria secrete D-
amino acids to inhibit the growth of competitors, in addition, D-amino acids
released by bacteria contribute to modulate intestinal homeostasis and the

composition of the microbiota [53]. This means that tomato oleoresin can be
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a potential modulator of intestinal microorganisms contributing to the
health of the host, since a disruption in the intestinal microbiota, dysbiosis,
are associated with pathophysiological mechanisms of metabolic diseases
such as obesity, insulin resistance, diabetes type 2 mellitus and NAFLD.

On the other hand, it is noteworthy that emerging evidence links
metabolic disorders with elevated systemic concentrations of BCAAs in
adult humans. Studies associate changes in gut microbiota induced by
HSFD with an increase BCAAs serum level which were significantly
associated with MetS features [53-55]. However, there are very conflicting
reports about BCAA serum and hepatic levels and metabolic diseases,
including fatty liver disease (56). Zhang et al.,, demonstrated that oral
administration of BCAAs improved diet-induced associated fatty liver
disease. Furthermore, BCAA supplementation increased amino acid levels
and markedly improved parameters such as body weight and hepatic lipid
accumulation by modulating the intestinal microbiota [57].

Nowadays, there is an increasing body of evidence supporting the
pivotal role of gut microbiota and its metabolites in the maintenance of host
homeostasis [58]. Indeed, the gut microbiota modulation is of special
interesting of researchers. Findings of animal and human studies suggest
that gut dysbiosis plays a role in the pathogenesis of hepatic steatosis. The
consumption of a HSFD affects the microbiota profile, reducing beneficial
bacterial groups and increasing the counts of gram-negative bacteria
[65,59,60].  For this reason, nutritional approaches to modulate the
microbiota are possible complementary treatment strategies. Interestingly,
investigations addressing the protective effect of lycopene revealed its
influence on the gut microbiota, increasing the abundance of beneficial
bacteria, suggesting the potential of the compound to treat dysbiosis and
improve the metabolic profile that leads to liver impairment [61-64].

These findings have opened a new avenue to investigate the
protector mechanism of tomato oleoresin: the liver BCAAs level
improvement due to an influence on the intestinal microbiome. Although
the role of BCAAs is unclear and up for debate, studies support their use in
the treatment of liver damage. Further research examining this topic is

required to understand the complex interaction of lycopene on BCAAs
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levels in the steatotic liver in Mets. However, the link between dysbiosis and
BCAAs in MetS features may be a therapeutic promise of tomato oleoresin

supplementation.

5. Conclusions

Untargeted metabolomic analysis of hepatic tissue demonstrated the
lycopene effect on metabolites profile, including four metabolites that were
significantly changed by tomato oleoresin supplementation in our HSFD-
induced MetS model. Our findings showed a clear differentiation of
metabolites highlighting their role in the liver consequences of MetS and the
beneficial effect of lycopene supplementation. In summary, tomato
oleoresin restored BCAA levels as L-leucine/D-leucine and L-isoleucine
which may suggest a connection with gut microbiota dysbiosis amelioration
by the compound. These findings are preliminary and future work may
support possible links between the effects of lycopene on BCAAs and their

mechanisms.

Supplementary Materials:

The enriched pathways demonstrating the most important pathways
involved are visualized inTable. 12 pathways were identified as
significantly enriched. These pathways included amino acids, lipids and
glutathione metabolism, suggesting that different biological pathways were
affected by HSFD and the tomato oleoresin.

Table S1. Enrichment pathway analyses demonstrating the most important pathways
involved within the experiment.

Pathway Significant

total compounds Total hits hits P value
Arginine and proline metabolism 44 3 3 0.00003
Cysteine and methionine
metabolism 28 3 3 0.00005
Purine metabolism 68 3 2 0.00012
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 67 3 2 0.00013
Steroid biosynthesis 35 2 2 0.00039
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Pathway Significant

Total hits . P value
total compounds hits

Primary bile acid biosynthesis 46 2 2 0.00045
Biosynthesis of unsaturated fatty
acids 42 2 2 0.00045
Valine, leucine and isoleucine
biosynthesis 11 2 1 0.00084
Fatty acid metabolism 39 1 1 0.00103
Fatty acid elongation in
mitochondria 27 1 1 0.00097
Glutathione metabolism 26 1 1 0.00109
Sphingolipid metabolism 21 1 1 0.00122
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A suplementagcdo com licopeno promoveu a diminuicdo dos niveis
plasmaticos de triglicérides e aumento dos niveis de HDL colesterol. Além
disso, atenuou os niveis de triglicérides no tecido hepatico. Dessa forma, o
composto apresentou efeito protetor em relacdo a parametros caracteristicos
da sindrome metabdlica, assim como para indicador de esteatose hepatica. A
analise metabolémica revelou que a suplementagdo com licopeno restaurou
niveis dos aminoacidos de cadeia ramificada, L-leucina, D-leucina e L-
isoleucina, depletados nos animais portadores de sindrome metabdlica.

Em conclusdo, esses resultados fornecem insights para futuras
pesquisas que busquem investigar mecanismos fisiopatolégicos da esteatose
hepéatica envolvidos no contexto da sindrome metabdlica e evidencia os efeitos
da suplementagdo com licopeno ressaltando seu potencial como alternativa

terapéutica.
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Prezado Senhor,

Em atendimento ao documente enviado em 08 de agostode 2022, soliotando a excdusdo de uma co-
laboradora e incdusdo de uma nova colaboradora, referente ao projeto de pesquisa “Efeitos da suplementacdo do
licopeno sobre o metabolismo lipidico no figado de ratos wistar submetidos a dieta hipercalérica rica em
carboidratos simples” (Protocolo CEUA 1266/2018), essa comissdo conadera a soliotacdo APROVADA. Retera-
mos que a aprovagdo da solictacdo pela CEUA rdo prevé a inclusdo de nenhum animal adicional aos ja solicizados no
projeto de pesquiza 1266/2018.

Subrojeto
“Efeitos do Licopeno sobre balango redox ¢ o metaboloma hepatico de ratos portadores de sindrome metabdica.”

Atenciosamente,

Profa. Débora C. Damasceno Meirelles dos Santos
Vice - Presidante da Comissio de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Tustrissimo Senhor
Prof. Fernando Moreto
Faculdade de Moedicing Jde sututala

Camiceinde ftica no llen de Animais - CF1IA _w/

Distrito Rubxdo Jonior, S/ - Bloco V (UNIPEX)- Botudatu - S'P CEP: 18618-570
Fone: (14) 3360-1850 WhatsApp: (14) 3850 1630
Secretaria: ceaa.fmbunesp.br

Emali nesp.br ou
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