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RESUMO

ANDRADE, L. B. Efeito da suplementacdo de simbidéticos no metabolismo
lipidico e estresse oxidativo em modelos animais de esteatose hepatica néao
alcodlica. 2023. 39 f. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, 2023.

A esteatose hepatica ndo alcodlica esta relacionada a uma das causas mais comuns
de doencas hepaticas e morbidade. Sua incidéncia tem sido relacionada ao consumo
excessivo de dietas ricas em carboidratos e gorduras, a obesidade e comorbidades
relacionadas. Dessa forma ha grande interesse na pesquisa pela modulacéo de dietas
afim de promover a prevencgédo, atenuar o dano hepatico, melhorar a funcéo hepatica
e reduzir sua progressao. Neste trabalho foram utilizados 60 camundongos C57BL
que foram divididos em 6 grupos: Grupo Controle (n=10) que recebeu dieta controle
baseada na dieta AIN-93 para alimentacao de roedores; Grupo controle + simbiotico
A (n=10) que recebeu dieta controle baseada na AIN-93 e simbidtico; Grupo Controle
+ simbidtico B (n=10) que recebeu dieta controle baseada na AIN-93 e simbidtico com
micronutrientes; Grupo Hiperlipidica + Frutose (n=10) que recebeu dieta hiperlipidica
rica em frutose baseada na AIN-93; Grupo hiperlipidica / frutose + simbidtico A (n=10)
que recebeu dieta hiperlipidica rica em frutose baseada na AIN-93 e simbidtico; Grupo
hiperlipidica / frutose + simbidtico B (n=10) que recebeu dieta hiperlipidica rica em
frutose baseada na AIN-93 e simbidtico com micronutrientes. Apdés 16 semanas
experimentais os animais foram eutanasiados para coleta do sangue e tecidos para a
realizacdo das analises bioquimicas e histoldgicas. A oferta de uma dieta hiperlipidica
rica em frutose ocasionou um maior ganho de peso no grupo HLF, enquanto o grupo
CT e os grupos que receberam suplementacdo de simbidticos foram eficazes em
retardar o ganho de peso. Quanto ao peso dos tecidos, ndo houve diferencas
significativas em relacdo ao peso dos rins direito e esquerdo, tecido adiposo
retroperitoneal e tecido intestinal. Em relacao ao peso do tecido adiposo epididimal os
grupos CT/B e HLF/A apresentaram aumento em comparagao aos demais grupos. A
qguantificacdo de gordura hepética mostrou um maior acumulo de gordura hepatica no
grupo HLF. Nao houve diferencas quanto a dosagem de colesterol total. Em relacéo
a glicemia, os grupos CT/A e CT/B apresentaram um maior indice glicémico em
comparacdo aos grupos que receberam dieta hiperlipidica. A peroxidagéo lipidica
avaliada através do MDA hepatico mostrou um aumento no grupo HLF/B em relacéo
aos demais grupos. Em relacdo aos parametros antioxidantes, os grupos HLF/A e
HLF/B apresentaram GSH elevado em comparagao aos demais grupos. Para vitamina
E, houve diferencas significativas entre os grupos HLF, HLF/A e HLF/B em relacéo
aos grupos CT, CT/A, CT/B. Para as concentracfes séricas de ALT ndo houve
diferenca entre os grupos. Sendo assim, a suplementacdo de simbioticos provocou
diferentes impactos em diferentes mecanismos fisioldgicos, se mostrando eficiente na
prevencdo de NAFLD e na diminuicdo do ganho de peso. Dessa forma, a
suplementacdo combinada de simbibtico e nutrientes, parece ser uma alternativa para
a prevencao e tratamento de esteatose hepatica ndo alcodlica, em dietas ricas em
gorduras e carboidratos.

Palavras-chave: simbioticos, estresse oxidativo, modulagdo intestinal, DHGNA.



ABSTRACT

ANDRADE, L. B. Effect of symbiotic supplementation on lipid metabolism and
oxidative stress in animal models of non-alcoholic hepatic steatosis. 2023. 39 f.
Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Sao Paulo, 2023.

Non-alcoholic fatty liver disease is linked to one of the most common causes of liver
disease and morbidity. Their incidence has been related to excessive consumption of
diets rich in carbohydrates and fats, obesity and related comorbidities. Thus, there is
great interest in research for the modulation of diets in order to promote prevention,
attenuate liver damage, improve liver function and reduce its progression. In this work,
60 C57BL mice were divided into 6 groups: Control Group (n=10) that received a
control diet based on the AIN-93 diet for rodent feeding; Control group + symbiotic A
(n=10) that received a control diet based on AIN-93 and symbiotic; Control Group +
symbiotic B (n=10) that received a control diet based on AIN-93 and symbiotic with
micronutrients; Hyperlipidic + Fructose Group (n=10) that received a high-fat diet rich
in fructose based on AIN-93; High-fat / fructose + symbiotic group A (n=10) that
received a high-fat high-fructose diet based on AIN-93 and symbiotic; High-fat /
fructose + symbiotic B group (n=10) that received a high-fat diet rich in fructose based
on AIN-93 and symbiotic with micronutrients. After 16 experimental weeks, the animals
were euthanized for blood and tissue collection to perform biochemical and histological
analyses. The offer of a high-fat diet rich in fructose caused a greater weight gain in
the HLF group, while the CT group and the groups that received symbiotic
supplementation were effective in delaying weight gain. As for the weight of the tissues,
there were no significant differences in relation to the weight of the right and left
kidneys, retroperitoneal adipose tissue and intestinal tissue. Regarding the weight of
the epididymal adipose tissue, the CT/B and HLF/A groups showed an increase
compared to the other groups. The gquantification of hepatic fat showed a greater
accumulation of hepatic fat in the HLF group. There were no differences regarding total
cholesterol levels. Regarding blood glucose, the CT/A and CT/B groups had a higher
glycemic index compared to the groups that received a high-fat diet. The lipid
peroxidation evaluated through the hepatic MDA showed an increase in the HLF/B
group in relation to the other groups. Regarding the antioxidant parameters, the HLF/A
and HLF/B groups presented high GSH compared to the other groups. For vitamin E,
there were significant differences between the HLF, HLF/A and HLF/B groups
compared to the CT, CT/A, CT/B groups. There was no difference between groups for
serum ALT concentrations. Thus, symbiotic supplementation caused different impacts
on different physiological mechanisms, proving to be efficient in preventing NAFLD and
reducing weight gain. Thus, the combined supplementation of symbiotic and nutrients
seems to be an alternative for the prevention and treatment of non-alcoholic hepatic
steatosis, in diets rich in fats and carbohydrates.

Keywords: symbiotics, oxidative stress, intestinal modulation, NAFLD.
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1. INTRODUCAO

A Doencga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) ou esteatose hepética ndo
alcodlica, vem se tornando um dos principais problemas de saude publica e uma das
causas mais comuns de doenca hepéatica crénica. Evidéncias mostram que a DHGNA
€ a doenca global que mais cresce, contribuindo para a rapida progressao e
complicagbes, como cirrose e hepatocarcinoma (GOLAB, P., et al., 2021; PAIK, J. M.,
et al., 2020). Além disso, dados recentes da Rede Unida para o Compartilhamento de
Orgaos (UNOS) mostra que a DHGNA é a segunda indicacéo para transplante de
orgaos e tem se tornado a principal indicacéo para transplante de figado (YOUNOSSI,
Z. M., et al., 2021). Estudos recentes apontam que a prevaléncia global de DHGNA
seja de 30,05%, com maior prevaléncia na América Latina (44,4%), Oriente Médio e
Norte Africano (36,5%), Sul Asiatico (33,8%), Sudeste Asiatico (33,07%), América do
Norte e Australia (31,2%), Leste Asiatico (29,7%), Pacifico Asiatico (28,02%) e Europa
Ocidental (25,1%) (YOUNOSSI, Z. M., et al.,, 2023). No Brasil, de acordo com a
Sociedade Brasileira de Hepatologia, em torno de 20% da populacdo geral possui
DHGNA.

A DHGNA é causada pelo acumulo de triacilglicerol em individuos sem ingestéo
excessiva de alcool (consumo superior a 10 g de etanol por dia) (CASTRO, S. G,;
CALDER, C. P., 2018; LU, Q., et al., 2021). A DHGNA, na maior parte dos individuos
afetados, é assintomatica e esta associada a obesidade e as manifestacdes da
sindrome metabdlica, como hipertensdo, dislipidemia, adiposidade central e
resisténcia a insulina ou diabetes tipo 2 (FORLANO, R., et al., 2023). Além disso, a
DHGNA pode se tornar progressiva e evoluir de esteatose simples com acumulo de
gordura hepética para EHNA (esteatohepatite ndo alcodlica), fibrose, cirrose e
carcinoma (MUNDI, M.S. et al, 2020; POWELL, E. E., WONG, V. W. S., RINELLA, M.,
2021).

Buzzetti E., Pinzani M. e Tsochatzis E. A. (2015), propuseram e delinearam a
hipétese “multiple hits”, onde fatores dietéticos e ambientais, juntamente com a
obesidade, levam a niveis séricos elevados de acidos graxos livres e colesterol,
desenvolvimento de resisténcia a insulina, proliferacdo e disfuncdo de adipdcitos e

alteracdes na microbiota intestinal.
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Os acidos graxos sao entregues principalmente ao figado através da corrente
sanguinea apods a lipolise dos triglicerideos no tecido adiposo, processo que €
regulado pela acédo da insulina nos adipécitos. Sendo assim, a sinalizacdo pos-
receptora prejudicada pela insulina, ou seja, resisténcia a insulina (RI) no tecido
adiposo, contribui para a progressao e evolucédo da esteatose hepatica ndo alcodlica,
por meio da lipolise desregulada, resultando no depdsito excessivo de acidos graxos
ao figado (FRIEDMAN, S.L., et al, 2018). No figado, a resisténcia a insulina resulta
em aumento da lipogénese hepatica de novo e inibicdo prejudicada da lipolise do
tecido adiposo, com consequente aumento do fluxo de acidos graxos neste 6rgao.
Além disso, a resisténcia a insulina promove disfuncdo do tecido adiposo resultando
em alteracdo na producdo e secrecdo de adipocitocinas e citocinas inflamatérias
(GUILHERME, A., et al, 2008). Dessa forma, a gordura se acumula no figado na forma
de triacilglicerol, ocorrendo simultaneamente com o aumento da lipotoxicidade de

altos niveis de acidos graxos livres, colesterol livre e outros metabalitos lipidicos.

Como consequéncia, passa-se a observar uma disfungcdo mitocondrial, estresse
oxidativo, producdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de mecanismos
associados ao estresse do reticulo endoplasmatico (CUSI, K., 2009). Além disso, a
microbiota intestinal alterada leva ao aumento da producao de acidos graxos, aumento
da permeabilidade do intestino delgado e, consequente aumento da absorgcéo de
acidos graxos, contribuindo assim na ativacao de processos inflamatorios e liberacao
de citocinas pro inflamatérias, como IL-6 e TNF-a (KIRPICH, I. A.,, MARSANO, L. S.,
MCCLAIN, C. J., 2015). Fatores genéticos ou modificacBes epigenéticas afetam o
conteldo de gordura dos hepatécitos, os processos enzimaticos e o ambiente
inflamatorio hepatico. Sendo assim, todos esses fatores influenciam e aumentam o
risco de progressao para inflamacéo e fibrose (EHNA) ou persisténcia em estagio
estavel da doenca (DHGNA) (BUZZETTI, E., PINZANI, M., TSOCHATZIS, E. A,
2015).

Estudos mostram o papel da dieta na fisiopatologia, desenvolvimento e progresséo
da DHGNA, tanto pela alta ingestao caldrica quanto pela qualidade da dieta, excessiva
ingestdo de nutrientes especificos, como carboidratos (principalmente mono e
dissacarideos) e gorduras (ODDY, W.H., et al., 2013; ASRIH; ORNAYVAZ, 2014).
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O consumo excessivo de bebidas adocadas que contenham ingredientes com alto
teor de frutose, como sacarose e xarope de milho, esta associado ao aumento do
desenvolvimento de esteatose e NASH, principalmente em individuos com sobrepeso
ou obesidade (MA, J., et al, 2015). A frutose é considerada um fator dietético pré-
inflamatorio que resulta em estresse oxidativo e regulacdo positiva de TNF-a. E
eliminado pelo figado e sua metabolizacdo ndo depende da acéo da insulina, gerando
substratos para a lipogénese da via “de novo” (MOORE, J. B., GUNN, P. J., FIELDING,
B. A., 2014).

O microbioma intestinal desempenha papel fundamental no eixo intestino-figado,
e esta relacionado a patogénese e progressdo da DHGNA. A microbiota intestinal
alterada, ou seja, disbiose intestinal, impacta no balanco energético do hospedeiro
pela fermentacéo de carboidratos (amido resistente e polissacarideos ndo amilaceos)
em &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acetato, propionato e
butirato, que s@o absorvidos pelo epitélio intestinal. (TOPPING, D. L., CLIFTON, P.
M., 2001). Além disso, a dishiose pode causar aumento da atividade da lipoproteina
lipase e consequente aumento do acumulo de triglicerideos (TILG, H., MOSCHEN,
A.R., 2010).

Os prebiéticos sao definidos como compostos alimentares de origem vegetal, ndo
digeriveis, constituidos principalmente por polissacarideos nao amidos e
oligossacarideos (LAMBERT, et al., 2015). Os prebidticos sdo metabolizados por
microrganismos intestinais, que modulam a microbiota intestinal, oferecendo
beneficios ao hospedeiro (VALCHEVA, R., DIELEMAN, L., A., 2016). Estudos
recentes demonstram uma possivel prevencdo e melhora na DHGNA e EHNA
associado ao consumo de frutooligossacarideos (FOS), e consequente aumento da
producdo de AGCC — metabdlito produzido pelas bactérias intestinais — melhorando
assim a disbiose intestinal e fung&o da barreira intestinal (DUARTE, S. M., STEFANO,
J. T., OLIVEIRA, C. P., 2019). Além disso, a administracdo de FOS pode regular o
acumulo de lipidios no figado, inibir o acimulo de gordura no tecido adiposo, promover
o metabolismo de lipidios e glicose no figado, melhorar a sensibilidade a insulina e
diminuir a expresséo de marcadores pro-inflamatorios (MUNTEANU, C., SCHWARTZ,
B., 2023). Estudos classificam os prebidticos como alimentos funcionais, devido ao

papel na prevencao de doencas e promoc¢ao de saude (PRECUP, G., et al., 2022).
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os probidticos séo
definidos como organismos vivos, que quando ingeridos em quantidades adequadas,
conferem beneficios a satde (MORELLI, L., CAPURSO, L., 2012). Estudos mostram
que os probioticos possuem efeitos benéficos para humanos e animais promovendo
a motilidade do trato gastrointestinal, restauracéo da microbiota intestinal e favorecem
a proliferacdo e diferenciacdo celular epitelial, reforcando a barreira intestinal
(AERON, G., MORYA, S., 2017). Além disso, possui papel terapéutico, com beneficios
ao sistema imunolégico, nervoso e gastrointestinal e prevencdo de doencas como
obesidade, diabetes, disturbios cardiovasculares, hepaticos e metabdlicos (AZAD, M.
A. K., SARKER, M., YIN, J., 2018).

A prevencéo ou tratamento da DHGNA consiste em altera¢des no estilo de vida,
alimentacdo e pratica de atividade fisica, visando perda de peso quando necessario e
melhora da resisténcia a insulina. Prebioticos e probidticos, em conjunto simbiéticos,
possuem func¢des fisioldégicas que contribuem para o equilibrio da microbiota intestinal,
restauracdo da microflora, manutencao de peso corporal e controle de fatores de risco
associados a doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (KOBYLIAK N., et al, 2016).
Assim, a modificacao da flora bacteriana intestinal por simbiéticos especificos tém sido
propostas como uma abordagem terapéutica para o tratamento e / ou prevencao da
DHGNA (SAVCHENIUK O., et al, 2014).

Sendo assim, o presente estudo testou a hipotese de que a modulacdo da
microbiota intestinal com uso de simbidticos numa dieta hiperlipidica pode melhorar a
progressao da esteatose hepatica nao alcodlica, diminuir o estresse oxidativo e 0s

parametros da sindrome metabdlica em camundongos.

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, sob
protocolo nimero 112/2020. O desenvolvimento do projeto de pesquisa foi realizado
no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.
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Foram utilizados 60 camundongos C57/bl com peso inicial aproximado de 20 g na
qual foram mantidos em alojamento climatizado no biotério do departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, com livre acesso a agua
e racao, e submetidos a ritmo de 12 horas de luz/sombra e temperatura mantida a 24

* 20 C, por 16 semanas.

Os animais foram separados em 6 grupos de acordo com delineamento

experimental:
1. Grupo Controle (CT, n=10): dieta AIN-93.
2. Grupo Controle + Simbidtico (CT/A, n=10): dieta AIN-93 e 2% de simbidtico A.

3. Grupo Controle + Simbidtico rico em vitaminas e micronutrientes (CT/B, n=10): dieta
AIN-93 e 2% de simbidtico B.

4. Grupo Controle Hiperlipidica + Frutose (HLF, n=10): Dieta hiperlipidica + Frutose
(50 % banha de porco e 20% frutose) baseada na dieta AIN-93.

5. Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiético (HLF/A, n=10): Dieta hiperlipidica +
Frutose (50 % banha de porco e 20% frutose) baseada na dieta AIN-93 e 2% de
simbidtico A.
6. Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico (HLF/B, n=10): Dieta hiperlipidica +
Frutose (50 % banha de porco e 20% frutose) baseada na dieta AIN-93 e 2% de
simbidtico B.

Inicialmente os animais tiveram uma semana de adaptacao a dieta AIN-93 e dieta

hiperlipidica + frutose (50% de banha) baseada na dieta AIN-93.

As dietas utilizadas foram baseadas no preconizado pelo American Institute of
Nutrition, para a alimentagdo de roedores em fase de crescimento, (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993). Sendo assim, todos 0s grupos controle receberam dieta
AIN-93 e AIN-93 suplementada com 2% simbiético A e B. Ja as dietas dos grupos
hiperlipidica receberam dieta AIN-93, sendo que o amido e a sacarose foram
substituidos por frutose, totalizando 20% nesses grupos. As dietas hiperlipidicas
também foram hipercaldricas, com aumento da porcentagem dietética de lipideos,
sendo utilizado 50% de banha de porco. Os simbidticos suplementados sdo da marca
“ORGANODOG” (Simbidtico — A) e “PET ORGANNACT” (Simbiético — B) e foram
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administrados juntamente a dieta na quantidade de 20 g/kg da dieta. A composi¢cao

das dietas esta descrita na tabela 1, e a tabela 2 mostra a composi¢cao dos simbioticos.

Tabela 1 — Composi¢éo das dietas experimentais (100 g).

Ingredientes CT CT/A CT/B HLF HLF/A HLF/B
Amido de milho 53 53 53 0 0 0
Caseina 20 20 20 20 20 20
Sacarose 10 10 10 0 0 0
Fibras 5 5 5 5 5 5

Mix de Mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mix de Vitaminas 1 1 1 1 1 1
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Colina 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
BHT 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
Oleo de soja 7 7 7 0 0 0
Frutose 0 0 0 20 20 20
Banha 0 0 0 50 50 50
Simbidtico A 0 2 0 0 2 0
Simbidtico B 0 0 2 0 0 2
Kcal/100g 395 395 395 611 611 611
Kcallg 3,9 3,9 3,9 6,1 6,1 6,1

BHT - di-terc-butil metil fenol. CT — Grupo controle; CT/ A —grupo controle + simbiético A; CT/ B — grupo

controle + simbiético B; HLF — grupo hiperlipidica + frutose (50% de banha); HLF/A - grupo hiperlipidica

+ frutose (50% de banha) + simbidtico A; HLF/B - grupo hiperlipidica + frutose (50% de banha) +

simbidtico B.
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Tabela 2 — Composicao dos simbiodticos utilizados (1000 g).

Discriminagédo Simbidtico A Simbidtico B
Marca Organodog Pet Organnact
Célcio 315¢ 0

Glucanos 5200 mg 0

Mananos 2800 mg 409
Carboidratos 8000 mg 0
Saccharomyces cerevisiae 2 x 10*° UFC 2 x 101 UFC
Bacillus cereus 1,2 x 10 UFC 0

Bacillus subtilis 1,2 x 10 UFC 0
Patabilizante (carne) 2000 mg 0

BHT 510 mg 0

Acido Félico 0 500 mg
Biotina 0 200 mg
Colina 0 300 mg

L- Glutamina 0 1500 mg
Metionina 0 20 g
Vitamina A 0 330000 Ul
Vitamina B1 0 3500 mg
Vitamina B12 0 5000 pg
Vitamina B2 0 129
Vitamina B6 0 600 mg

BHT - di-terc-butil metil fenol. UFC — Unidades Formadoras de Colbnia.

A quantidade consumida de dieta e agua, e o peso dos animais foram aferidas trés
vezes por semana no mesmo horario e, apés estas pesagens a dieta e a agua foram
repostas, deixando sempre quantidade suficiente disponivel. Ao final foi calculada a

média de consumo semanal a partir de 3 dias de aferigao.

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por anestesia de inje¢ao
intraperitoneal com cetamina e xilazina na dosagem de 100 mg/kg de cetamina para
10 mg/kg de xilazina, respectivamente. O sangue, o figado e o tecido adiposo foram
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coletados para as analises histologicas e bioquimicas. O sangue foi deixado em
temperatura ambiente por 30 minutos e logo em seguida centrifugado a 3500 rpm a
4°C durante 10 minutos para retirada do soro. O figado, tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal foram pesados em balanca de preciséo e congelados em nitrogénio
liguido. As amostras foram armazenadas a — 40° C para posteriores analises
biogquimicas. Foi retirado um fragmento do tecido hepatico para a analise
histopatologica.

2.1 Andlises Histopatoldgicas do Figado

Cortes histolégicos submetidos a coloracdo por Hematoxilina-Eosina foram
utilizados para avaliacdo e determinacdo do score de NAFLD e percentual de
goticulas lipidicas. A determinacdo do grau de NAFLD foi realizado em 6 campos
microscépicos no aumento de 400x em 7 animais por grupo, onde se avaliou os
seguintes fatores: esteatose, inflamac@o lobular, inflamacdo crénicaportal,
balonizacao e fibrose, onde cada categoria avaliada pode variar em um score de 0-3
(BRUNT et al., 2004, 2011). As analises quantitativas para a determinacdo do
percentual de goticulas lipidicas foram realizadas no software Image-Pro Plus (versao
6.0; Media Cybernetics). Para tanto, foi aplicado o sistema de multipontos (Weibel,
1963) utilizando 416 transectos, sendo os dados expressos pela relacdo dos

transectos positivos em relacdo ao total de transectos aplicados.
2.2 Quantificacao de Gordura Hepéatica Total e Parametros Hepéaticos

A determinacdo da gordura hepatica total foi realizada de acordo com o método
proposto por Bligh e Dyer (1959) adaptado. Para as analises: 250 mg de tecido
hepético foram homogeneizados com 0,4 ml de 4gua destilada, em tubos de 10 mL.
Em seguida foi adicionado 1 ml de metanol e 0,5 ml de cloroférmio. Os tubos foram
submetidos a agitacdo em vértex por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 0,5 mi
de H20 e 0,5 ml de cloroféormio. Uma nova agitacdo foi realizada por
aproximadamente 2 minutos, e entdo os tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 2
minutos para separacdo das camadas de cloroformio (inferior) e aquosa (superior).
Foi retirado aproximadamente 0,65 ml de cloroférmio e colocado em um tubo de
ensaio contendo 0,5 g de sulfato de sédio anidro para remocéo de tracos de agua.
Uma aliquota de 0,25 ml da fase de cloroformio livre de agua foi transferida para um

béquer previamente pesado, o qual foi levado para uma estufa a 50°C. Apds evaporar
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todo o cloroférmio, repetiu-se a pesagem do béquer. O calculo foi obtido através da

diferenca das pesagens do béquer, em relacdo a massa inicial do tecido utilizado.

A partir da extracdo de gordura hepética total foram realizadas através de Kkits
comerciais Labtest (Labtest Diagndstica S.A., Brasil) as dosagens de parametros

hepaticos: colesterol e triglicerideos.
2.3 Determinacéao da Peroxidacéo Lipidica Hepatica

Esta andlise foi feita de acordo com o0 método proposto por Gerard-Monnier et al
(1998), com algumas adaptagdes. Para a dosagem de MDA no soro, foram utilizados
200 ul de amostra. A determinacao do MDA no figado foi realizada com uma aliquota
de 200 pl retirada do homogenato de figado (200 mg de tecido em 1 mL de tampao
fosfato). A este adicionou-se 650 pl de solugdo de 10 mM de 1-metil-fenilindol em
acetonitrila e metanol (2:1, v/v) e 150 pl de HCL puro (37%). Logo apdés, as amostras
foram agitadas em vortex e incubadas em banho-maria a 45°C por 40 minutos. Apos
o banho, houve o resfriamento das amostras em gelo e em seguida os eppendorfs
foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante foi feita a leitura de
absorbancia com comprimento de onda de 586 nm. A concentracdo de MDA foi
calculada comparando-a a uma curva de 1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP)

hidrolisado.
2.4 Determinacdo de Glutationa Reduzida (GSH) hepatica e sérica

A dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) foi realizada no tecido hepatico de
acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Cerca de 100 mg da
amostra do tecido foi homogeneizada em um Potter com 4,0 mL de tampao EDTA
(0,02M), sob gelo. Uma aliquota de 2,5 mL deste homogenato foi retirada, para a
mistura a 2,0 mL de agua deionizada e 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) 50%. A
reagao durou cerca de 15 minutos, posteriormente a amostra foi centrifugada por 15
minutos (4000 rpm a temperatura ambiente). Apos a centrifugacéo foi retirado 1,0 mL
do sobrenadante e adicionado 2,0 mL de tampéao TRIS (0,4M, pH 8,9) e 0,05 mL de
DTNB (acido ditionitrobenzdico) (0,01M em metanol). A leitura foi feita no comprimento
de onda de 412 nm, 5 minutos apos a adi¢cdo do DTNB, contra um branco com EDTA
(0,02M) em lugar do sobrenadante. A concentracéo foi calculada utilizando-se uma
curva padrdo de GSH em EDTA (0,02M).
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A glutationa reduzida sérica foi dosada por meio de uma aliquota de 25 pL de soro
com a adicdo de 1 mL do tampéao Tris-EDTA para a realizacdo da primeira leitura no
comprimento de onda de 412 nm, obtendo-se A1. Posteriormente, 25 yL do DTNB foi
adicionado a esta solucdo e ap6s 15 minutos de reacdo a temperatura ambiente, foi
realizada a segunda leitura, obtendo-se A2, contra um branco de DTNB. ApéGs a
subtracdo dos valores obtidos A2-Al, a concentracdo na amostra foi calculada

utilizando-se, uma curva padréo de GSH, expressa em mmol/L.

2.5 Determinacdo das concentracfes seéricas das Transaminases Aspartato

Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

As concentragdes das transaminases séricas foram avaliadas com o uso de kits
comerciais Labtest. O método foi descrito por uma transferéncia de agrupamentos
amina de a-aminoacidos para a-cetoacidos, formando, glutamato e oxalacetato ou o
piruvato, que foram medidos pela formagéo de hidrazona, com a caracteristica de cor
intensa em meio alcalino. No procedimento 250 uL de substrato foi incubado em
Banho Maria a 37° C durante 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 50 uL de amostra
e a solucéo foi incubada em Banho Maria a 37° C por exatamente 30 minutos (ALT) e
por exatamente 1 hora (AST). Foi adicionado 250 uL do reagente e a solugéo foi
mantida & temperatura ambiente durante 20 minutos, posteriormente, foi adicionado
2,5 mL de NaOH e ap6s 5 minutos a temperatura ambiente foi realizada a leitura a
505 nm. A concentracdo de AST ou ALT das amostras foi obtida a partir da curva de
calibracdo nas concentragdes de zero, 28, 57, 97 e 150 Unidades/mL de um padrao
conhecido de ALT, ou nas concentracdes de zero, 24, 61,114 e 190 Unidades/mL de

um padrédo conhecido de AST.
2.6 Determinagdo da vitamina E hepética

As analises hepaticas de vitamina E (a-tocoferol) foram realizadas por HPLC,
segundo método adaptado de Arnaud et al (1991). Para as analises foi utilizado um
cromatografo Shimadzu modelo LC-20AT; coluna tipo C-18 (150 x 4,6mm - 5um);
detector UV-visivel modelo SPD-20A; fase movel composta por acetonitrila:
diclorometano: metanol 7:2:1; velocidade de fluxo de 1,0 mL/min e detec¢cao em 292
nm e 352 nm para a-tocoferol e retinol, respectivamente. As concentragcdes foram
determinadas por meio do uso de padrao externo e os resultados foram expressos em
nmoles/g de tecido para as analises hepaticas. Cerca de 200 mg de tecido foram
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homogeneizados com 400 uyL e 1 mL de etanol absoluto, respectivamente.
Posteriormente foi adicionado 1 mL para tecido de heptano para extracdo. As
amostras sofreram agitacdo em vortex por 1 minuto e posterior centrifugacéo (3000
rpm durante 10 minutos). Foram retirados cerca de 500 yL do sobrenadante das
amostras de tecido, e secos ao fluxo de nitrogénio. A ressuspensdo dos residuos
secos foi realizada com 500 pL para a amostra de tecido da fase movel, e entdo 20

mL foram injetados no cromatografo.
2.7 Determinacéao de Glicemia

A glicemia dos animais foi aferida ao final do experimento. As amostras foram
obtidas pela cauda dos animais e os niveis foram mensurados usando teste de

glicosimetro freestyle libe abbot®.
2.8 Analise Estatistica

Inicialmente os dados foram descritos através de frequéncias absolutas e
percentuais (variaveis qualitativas) e por meio de medidas como média, desvio-
padrdo, mediana, quartis, minimo e maximo (variaveis quantitativas). Para as
comparacdes entre os grupos foi realizada a analise de covariancia (ANCOVA). Todos
os gréficos apresentados foram feitos com o auxilio do software R, versdo 4.0.4 e as
andlises, através do SAS 9.4. Para todas as analises adotou-se um nivel de

significancia de 5% (Montgomery, 2000).

3. RESULTADOS

3.1 Peso dos Animais

Na figura 1 estdo representados o ganho de peso total dos grupos ao final das 16
semanas experimentais. Os animais do grupo que recebeu apenas dieta hiperlipidica

rica em frutose apresentaram um ganho de peso maior em relacdo aos outros grupos.
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Figura 1 — Ganho de peso total dos grupos ao final das 16 semanas experimentais (g).
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CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico B. *para p<0,05.

3.2 Ingestdo alimentar e energética

A figura 2 representa os dados da média de ingestdo alimentar semanal dos
animais durante o experimento, obtidos por uma média de trés dias de consumo. Na
primeira semana de adaptacao da dieta, o grupo CT/A apresentou uma maior ingestao
alimentar em relacdo aos demais grupos. Na terceira e quartas semanas
experimentais o grupo CT/B apresentou uma maior ingestdo alimentar em
comparacao aos demais grupos. Porém, a partir da quinta semana experimental o
grupo CT/A aumentou significativamente sua ingestao alimentar quando comparado
aos grupos CT, HLF, HLF/A e HLF/B (p<0,05). A ingestao energética esta de acordo
com a media de consumo diario, mesmo com a administracéo de dieta hiperlipidica
(p<0,01) (tabela 3). A ingestdo alimentar diaria nos grupos controle que receberam
suplementacdo de simbiodticos foram significativamente maiores em relagdo aos
grupos que receberam dieta hiperlipidica e controle (p<0,01). Dessa forma, a ingestao
energética foi maior nos grupos onde a ingestao foram significativamente maiores
(p<0,01).
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Figura 2 — Ingestao alimentar ao longo do periodo experimental (g).
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CT - Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;

HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. *para p<0,05.

Tabela 3 — Média de ingestao alimentar e energéticos diarios.

CT CT/IA CT/B HLF HLF/A HLF/B
Ingestdo alimentar (g/dia) 3,26 (0,52) 6,05 (0,71) 5,81 (0,86) 2,37 (0,23) 2,33 (0,30) 2,46 (0,45)
Ingestdo energética (Kcal/dia) 12,71 (1,47) 23,59 (2,42)* 22,64 (2,64)* 14,47 (0,87) 14,18 (0,98) 14,99 (1,29)
Ingestao de simbiético (g/dia) 0 0,012 0,011 0 0,004 0,004

CT - Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. *para p<0,05.

3.3 Pesos dos tecidos

Em relacdo ao peso dos tecidos, ndo houve diferencas significativas entre as
médias dos grupos quanto ao peso dos rins direito e esquerdo. N&do houve diferenca
significativa em relacéo ao peso do tecido adiposo retroperitoneal. O grupo CT/B e
HLF/A apresentaram maior média de peso do tecido adiposo epididimal em
comparacdo aos demais grupos, porém nao expressaram diferencas significativas.

Quanto ao peso intestinal, ndo houve diferencas significativas (Tabela 1).
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Tabela 4 — Peso dos tecidos rim direito, rim esquerdo, adiposo epididimal e

retroperitoneal e intestinal (g).

CT CT/A CT/B HLF HLF/A HLF/B

Rim D
Rim E
TAR
TAE

Intestino

0,157 (0,028) 0,161 (0,013) 0,161 (0,018) 0,166 (0,026) 0,157 (0,027) 0,189 (0,008)
0,16 (0,027) 0,16 (0,02) 0,155 (0,02) 0,162 (0,019) 0,154 (0,023) 0,185 (0,018)
0,638 (0,64) 0,548 (0,22) 0,741 (0,119) 0,649 (0,384) 0,67 (0,306) 0,529 (0,455)
1,011 (0,444) 1,491 (0,447) 2,037 (0,303) 1,58 (0,918) 1,938 (0,704) 1,375 (0,987)
2,183 (0,217) 2,258 (0,287) 2,59 (0,39)  2,25(0,581) 2,035 (0,468) 2,192 (0,552)

CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiético B; Rim D — rim direito; Rim E — rim esquerdo; TAR — Tecido
adiposo retroperitoneal; TAE — Tecido adiposo epididimal. Valores expressos em média e desvio padrao
(p<0,05).

3.4 Gordura Hepética Total, Triglicerideos e Colesterol hepaticos

Em relacdo a gordura hepatica total houve um maior acamulo de gordura hepatica
no grupo HLF quando comparado aos grupos CT, CT/A, CT/B, HLF/A e HLF/B
(p<0,01). Entre os grupos que receberam dieta hiperlipidica rica em frutose e
suplementacdo com simbiético, o grupo HLF/B apresentou um menor acumulo de
gordura hepatica em relacdao ao grupo HLF (p<0,01). Ndo houve diferenca entre os

grupos para o colesterol total. Em relacdo ao TGs, ndo houve diferencas significativas

entre os grupos. Os dados estéo representados na tabela 5 e figura 3.

Tabela 5 — Gordura hepatica total, colesterol total e triglicérides.

CT CT-A CT-B HLF HLF - A HLF - B

Gordura
hepatica total

(9/9T)

Colesterol
total (g/ g de
tecido)

Triglicérides
(9/ g de
tecido)

0,123 (0,017) 0,126 (0,039) 0,133 (0,015) 0,202 (0,045) 0,164 (0,045) 0,132 (0,025)

2,196 (0,478) 1,898 (0,379) 2,208 (0,195) 2,547 (0,711) 2,336 (0,297) 1,881 (0,386)

28,232 (14,527) 28,95 (26,009) 42,279 (12,837) 68,644 (33,719) 82,916 (31,539) 41,977 (24,508)

CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico B. Valores expressos em média e desvio padréo (p<0,05).
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Figura 3 — Gordura hepatica total, colesterol total e triglicerideos hepaticos.
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CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico B. Valores expressos em média e desvio padréo (p<0,01).

3.5 Glicemia

Em relagdo a glicemia, os grupos CT/A e CT/B apresentaram maior indice glicémico
guando comparado aos grupos que receberam dieta hiperlipidica rica em frutose e
suplementados com simbiético, HLF, HLF/A e HLF/B (p<0,01) (Figura 4).
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Figura 4 — Valores médios de glicemia.
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CT - Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. Valores expressos em média e desvio padrao (p<0,05).

3.6 Parametros antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

A peroxidacao lipidica foi avaliada através do MDA presente no tecido hepéatico. O
grupo HLF/B apresentou uma maior média de peroxidacao lipidica em relacdo aos
demais grupos (p<0,01). Em relacdo aos parametros antioxidantes, os grupos HLF/A
e HLF/B apresentaram uma maior média de GSH em comparacdo aos grupos CT,
CT/A, CT/B e HLF (p<0,01). Para vitamina E houve diferencas significativas entre os
grupos que receberam dieta hiperlipidica rica em frutose e dieta hiperlipidica rica em
frutose suplementadas com simbidtico em comparagao aos grupos que receberam
dieta controle e controle suplementados com simbiotico (p<0,01) (Figura 5). A tabela
6 mostra a relacdo entre vitamina E / MDA e GSH / MDA.
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Tabela 6 — Relacao Vitamina E / MDA e GSH / MDA.

CT CT-A CT-B HLF HLF - A HLF - B

MDA 36,1(6,27) 34,6 (5,96) 29,5(5,46) 41,4 (10,93) 49,2 (10,58) 73,58 (18,47)

VITAMINA E  143,1 (54,8) 158,7 (89,0) 140,3(27,8) 87,3(30,3) 70,9 (21,3) 41,9 (12,7)

GSH 0,15(0,08) 0,17 (0,04) 0,21 (0,05) 0,138(0,03) 5,21(0,74) 5,27 (1,06)
Vitamina E/MDA 3,964 4,584 4,747 2,109 1,441 0,570
GSH / MDA 0,004 0,005 0,007 0,003 0,106 0,072

CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. Valores expressos em média e desvio padrdo (p<0,05).

Figura 5 — Valores hepaticos de MDA, GSH e Vitamina E.
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CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiético A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico B. Valores expressos em média e desvio padrédo (p<0,05).

Para o GHS sérico ndo houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 6).

Figura 6 — Valores séricos de GSH.
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CT - Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiotico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. Valores expressos em média e desvio padrdo (p<0,05).

3.7Concentracfes séricas das Transaminases Aspartato Aminotransferase
(AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

As concentracdes séricas de AST e ALT (TGO e TGP, respectivamente), estédo
descritas na figura 7. Com relacdo ao TGO, ndo houve diferencas entre 0s grupos que
receberam suplementacéo de simbidticos e os grupos que néo receberam (p<0,01).

Para TGP nédo houve diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 7 — Concentracdes médias de TGO e TGP.
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3.8Histologia Hepatica

As amostras hepaticas foram coradas com eosina e hematoxilina para a avaliagdo
de esteatose hepatica, balonizacdo e inflamacdo. Nenhum grupo apresentou

inflamacéo (Figura 8).
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Figura 8 — Microfotografias mostrando aspectos histolégico do tecido hepatico de
animais dos grupos CT, CT/A, CT/B, HLF, HLF/A e HLF/B.
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CT - Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbidtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbidtico B. *NUumero de animais por score apresentado.
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Tabela — 7 Avaliacdo do score de esteatose hepatica ndo alcodlica.

Craudeesteatose  or  crA CT/B HLF  HLF/A HLF/B

score (0-3)
0 3 3 0 3 0 3
1 4 2 5 1 6 4
2 0 1 2 0 1 0
3 0 1 0 3 0 0

CT — Grupo Controle; CT/A — Grupo Controle + Simbiético A; CT/B — Grupo Controle + Simbiodtico B;
HLF — Grupo Hiperlipidica + Frutose; HLF/A — Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbiético A; HLF/B —
Grupo Hiperlipidica + Frutose + Simbi6tico B. Nimero de animais por score apresentado. Valores
expressos em média e desvio padrédo (p<0,05).

4 DISCUSSAO

As dietas ofertadas aos grupos controle foram normocaldricas, enquanto 0os animais
que receberam dietas hiperlipidicas rica em frutose foram hipercaléricas. A diferenca
entre o crescimento dos animais era esperado, o grupo HLF apresentou aumento de
peso em relacdo aos demais grupos. O consumo de dieta variou durante o estudo,
porém os grupos CT/A e CT/B mantiveram um maior consumo da dieta e ingestao
energética em todo o periodo experimental em comparacdo aos demais grupos,
mesmo assim esses animais demonstraram menor ganho de peso em relacao aos
grupos que receberam dieta hiperlipidica. A introducéo da dieta hiperlipidica rica em
frutose estéd associada a reducao da ingestdo alimentar, ja que esta apresenta maior
densidade calérica em relacdo a dieta controle. Neste estudo a ingestéo alimentar ndo
foi suficiente para refletir no ganho de peso dos animais que receberam dieta
hiperlipidica rica em frutose suplementada com simbidticos em comparagéo ao grupo
gue recebeu apenas dieta hiperlipidica rica em frutose. O estudo de Kohli Rohit, et al.,
2010, demonstrou aumento de peso nos animais que consumiram dieta hiperlipidica
rica em frutose em relacdo ao grupo que consumiu dieta normocaldrica apoés 16
semanas experimentais. Um outro estudo com camundongos c¢57/bl, mostrou que os
animais alimentados com dieta hiperlipidica tiveram um maior ganho de peso durante
12 semanas experimentais em relagcdo ao grupo que recebeu dieta controle. Esse
mesmo estudo fez uso de probioticos para tratar obesidade e prevenir o ganho de
peso em dietas ricas em gorduras e mostrou que animais alimentados com dieta

hiperlipidica e suplementacdo de probidtico (L. plantarum K50) apresentaram um
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ganho de peso significativamente menor do que o0 grupo que recebeu apenas dieta
hiperlipidica (JOUNG, H., et al.,, 2021). Estudos demonstram que a modulacao
intestinal através de dietas séo eficientes para provocar mudangas no metabolismo
do hospedeiro (DAVID, L.A., et al., 2013, WU, G.D., et al., 2011).

Os grupos ndo apresentaram diferencas significativas para o peso dos tecidos rins
direito e esquerdo, intestinal e tecido adiposo retroperitoneal e epididimal. Neste caso,
a oferta de dieta ou o tempo experimental ndo foram suficientes para causar impacto
no aumento de tecido adiposo. O estudo de JOUNG, H. et al., 2021, mostrou que
animais alimentados com dieta hiperlipidica suplementados com probiotico durante 12
semanas, apresentaram menor peso do tecido adiposo epididimal em comparacao
aos animais que receberam apenas dieta hiperlipidica.

As dietas ricas em gorduras e carboidratos podem levar ao acumulo de gordura
hepética, inflamacdo e posterior surgimento e progressdo da doenca hepética
gordurosa nao alcodlica (ABENAVOLI, L., et al., 2016). No presente estudo, houve um
maior acumulo de gordura hepética total no grupo HLF em comparacao aos demais
grupos. O grupo HLF/B apresentou significante reducdo do acumulo de gordura

hepética em relacdo ao grupo HLF.

Em relacdo aos parametros bioquimicos apresentados no presente estudo, 0s
grupos nao apresentaram diferencas significativas para colesterol hepatico. Um
estudo recente comparou parametros bioquimicos de camundongos alimentados por
dieta hiperlipidica, dieta hiperlipidica tratados com probiético e dieta controle por 15
semanas e observou que os animais que receberam dieta hiperlipidica com
suplementacao de probidtico mostraram reducéo significativa nos niveis de colesterol
plasmatico em relacéo ao grupo que recebeu apenas dieta hiperlipidica (YOSHITAKE,
R., 2020). O mesmo estudo também mostrou reducdo no acumulo de triglicerideos
plasmaticos do grupo alimentado com dieta hiperlipidica suplementada com probidtico
em comparacdo ao grupo hiperlipidica. O estudo de Joung, H., et al., 2021, também
mostrou melhora significativa no perfil lipidico de animais alimentados com dieta

hiperlipidica suplementada com probiotico.

Apesar de nao serem apresentadas diferencas significativas entre os grupos quanto

a histologia hepatica, podemos observar um maior grau de esteatose hepatica em
animais do grupo que recebeu dieta hiperlipidica rica em frutose em relacdo aos
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demais grupos. Os grupos CT e HLF/B apresentaram menor evolucédo de esteatose.
Um estudo usou simbidticos para avaliar a evolugdo do grau de esteatose em ratos
Wistar e encontrou que quando administrados simbiotico em uma dieta hiperlipidica e
rica em frutose ou dieta controle houve melhora no grau de esteatose em comparagao
aos grupos que nao receberam simbiéticos (TAGLIARI, E., et al., 2017). O estudo de
Xu, R-Y., et al., 2012, suplementou probidticos diferentes na dieta hiperlipidica de
ratos, e mostrou prevengédo de DHGNA nesses animais em comparagao aos animais
que receberam apenas dieta hiperlipidica. Um estudo do Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo (BEZAN, N. P., 2019) mostrou que camundongos alimentados com
dietas hiperlipidicas rica em frutooligossacarideos (FOS), apresentaram reducao do
grau de esteatose hepatica ndo alcéolica em comparacdo aos grupos que nao
receberam o prebiotico. Sendo assim, a literatura esta bem estabelecida em relagéo
ao efeito protetor e de prevencdo de DHGNA com a suplementacao de probidticos e

prebidticos.

Neste estudo foram realizados analises de enzimas hepaticas ALT e AST para
medir os parametros de funcdo hepatica. Para ALT pode-se observar um aumento
elevado do grupo HLF/A. Nao houve diferenca entre os grupos para AST. Um estudo
com ratos Wistar e administracéo de dieta controle, controle e simbiético, hiperlipidica,
hiperlipidica e simbi6tico, encontrou diferencas significativas entre enzimas hepaticas,
0S grupos que receberam simbidticos na dieta apresentaram menor expressao de ALT
e AST quando comparados aos grupos que nao foram tratados (TAGLIARI, E., et al.,
2017).

A glicemia de jejum apresentou um significativo aumento nos grupos CT/A e CT/B
em relacdo aos grupos HLF, HLF/A e HLF/B. Em contrapartida, Grandl, G., et al.,
2018, avaliaram a glicemia em jejum de camundongos alimentados com dieta padrao,
dieta rica em gorduras e carboidratos e dieta pobre em carboidratos, e mostrou que
0s animais gue receberam dieta com baixo teor de carboidratos apresentaram uma
reducdo da glicose plasmética em comparacdo aos demais grupos. Porém no
presente estudo ndo foi observado diferenca entre a glicemia para 0s grupos
alimentados com dieta padrao e dieta rica em gorduras e carboidratos.

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de

oxigénio e sua neutralizacdo pelas defesas antioxidantes. Estudos posteriores
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mostraram que dietas hiperlipidicas podem aumentar a producédo de radicais livres e
causar estresse oxidativo, desempenhando um papel fundamental na progresséo da
DHGNA (TSIMIKAS, S., MILLER, Y. I., 2011). No presente estudo a dosagem de
MDA foi usada como marcador de estresse oxidativo, onde o grupo HLF/B apresentou
niveis significativamente aumentados em comparacao aos demais grupos. Em relacéo
a defesa antioxidante, foram realizadas dosagens de GSH hepatico onde os grupos
HLF/A e HLF/B apresentaram um aumento deste antioxidante. Sendo assim, a
suplementacao de simbidtico A pode ser eficaz em combater os radicais livres. Um
estudo avaliou os efeitos da suplementacao de simbidticos no estresse oxidativo em
individuos com DHGNA e encontrou uma reducdao significativa no MDA (JAVADI, L.,
et al.,, 2018). Outro estudo avaliou os parametros de estresse oxidativo em ratos
alimentados com dietas hiperlipidicas e hiperlipidicas suplementadas com probi6ticos
e encontrou que o grupo que recebeu apenas dieta hiperlipidica apresentou menor
atividade de GSH e aumento de MDA em comparagcao aos grupos que receberam
suplementacdo com probidticos (LI, C., et al., 2014). Estudos mostram que a
suplementacdo de prebidticos promovem a reducdo de MDA, melhorando os
parametros antioxidantes, e consequente melhora da progressao da DHGNA, ja que
0s AGCC produzidos a partir destes estédo relacionados a diminuicdo e até mesmo

inibicdo de inflamac&o e melhora da oxidacao lipidica (LU et al., 2016).

Com relacéo as dosagens de vitamina E os grupos CT, CT/A e CT/B foram maiores
em comparacdo aos grupos HLF, HLF/A e HLF/B. A vitamina E é considerada um
antioxidante, portanto, a preservacao de vitamina E contribui para a preservacédo do
GSH, ja que esta enzima é utilizada na regeneracdo da vitamina E por meio da
reducado do radical tocoferol (VALKO et al., 2007). Dessa forma, uma hipétese seria
gue a alta taxa de peroxidacao lipidica, evidenciado pelo aumento do MDA, ocasionou
uma elevada taxa de niveis antioxidantes, representados pelo GSH usados para
combater os radicais livres, 0 que resultou em baixos niveis de Vitamina E. Sendo
assim, a suplementacdo de simbioticos foi eficaz no combate aos radicais livres

derivados da dieta hiperlipidica.
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5 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, o modelo misto de dieta hiperlipidica e rica em
frutose administradas num periodo de 16 semanas, foi eficiente na inducdo de

esteatose hepatica nao alcodlica.

A modulagdo da dieta hiperlipidica rica em frutose, com diferentes tipos de
simbidticos, como forma de prevencdo ou tratamento de esteatose hepética ndo
alcoolica se mostrou eficiente. Em geral, houve manutencédo do peso corporal dos
animais que receberam simbioticos ao longo do experimento. O simbiotico A foi mais
eficiente no combate ao estresse oxidativo em relacdo a administracéo de simbiotico
B. Porém, em relacdo a gordura hepatica total, TGs e colesterol total, 0 simbi6tico B
proporcionou uma maior protecdo do acumulo lipidico em comparacdo ao simbiotico
A.

As diferencas observadas no metabolismo dos camundongos entre os tipos de
simbidticos, pode ser explicada pela diferenca na composicdo de probidticos e
nutrientes. O simbidtico B, possui em sua composicdo, além de probiodticos e
prebibticos, vitaminas e outros nutrientes, alguns destes alvos de estudos que
confirmaram a protecédo contra DHGNA, como a colina e vitamina B12 (ARAO, Y., et
al., 2020, HERNANDEZ, G.V., et al., 2020).

Para estudos futuros, fica a possibilidade de reunir a composicao do simbiético A e
B, a fim de avaliar se, juntos, realizariam maior beneficio ao hospedeiro. Além disso,
nenhum estudo citado neste trabalho mostrou o uso de cepas bacterianas como 0s
presentes na composicdo dos simbioticos, sendo assim, principalmente o probiotico
Saccharomyces cerevisiae deve ser alvo de estudos posteriores, para melhor

estabelecer os efeitos e fun¢des metabdlicas na prevencéao e tratamento da DHGNA.

Dessa forma, a suplementacdo combinada de simbidtico e nutrientes, parece ser
uma alternativa para a prevencao e tratamento de esteatose hepatica ndo alcodlica,

em dietas ricas em gorduras e carboidratos.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sao necessarios estudos futuros que explorem melhor os tipos de probidticos e
prebidticos (simbidticos), junto a outros nutrientes, na modulacéo intestinal e seu papel
no metabolismo lipidico, sistema antioxidante, acumulo de gordura hepatica, e

aplicabilidade pratica em individuos com DHGNA.
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