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RESUMO 

 

MANCA, C. S. Alterações metabólicas e genômicas em camundongos C57/BL6 
alimentados com dieta hiperlipídica e rica em frutose suplementados com óleo 
de canola e/ou resveratrol. 2023. 93 f. Tese (Doutorado em Ciências Médicas) ‒ 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, 2023. 
 

A esteatose hepática não alcóolica (EHNA) está relacionada às causas crescentes de 
morbimortalidade de doenças hepáticas e sua incidência está associada à obesidade 
e suas comorbidades. A modulação lipídica dietética e a oferta conjunta a suplemen-
tação de um antioxidante podem resultar na preservação do parênquima hepático ou 
reduzir a taxa de progressão para as formas mais graves da doença hepática não 
alcóolica, apoiando novas diretrizes nutricionais baseadas em evidências de forma a 
para sustentar princípios alimentares que sejam adequados e eficazes na prevenção 
da doença, sendo um alvo terapêutico relevante e de baixo custo na prevenção e 
tratamento da EHNA. Os objetivos do presente estudo foram: avaliar o uso do óleo de 
canola isolado, em associação com resveratrol ou com resveratrol isolado na preven-
ção ou redução da esteatose hepática. Material e Métodos: os animais foram divididos 
nos seguintes grupos: Controle Soja (n=12) + HLF(n=12) Grupo HLFCN (n=12); Grupo 
CTCN/RVS (n=12); Grupo HLF/RVS (n=12); Grupo HLF/CN/RVS (n=12). Após 16 se-
manas de dieta e tratamento com o óleo de canola e resveratrol, os animais foram 
anestesiados e o sangue retirado e os tecidos para as análises posteriores. Entre os 
resultados encontrados a oferta de uma dieta rica em gordura saturada (banha) + fru-
tose ocasionou um aumento do peso no grupo HLF enquanto a administração do óleo 
e resveratrol ou ambos foi capaz de retardar o ganho de peso. A soma dos tecidos 
adiposos epididimal e retroperitonial foi maior no HLF enquanto houve redução signi-
ficativa em relação aos grupos suplementados com resveratrol, sendo que o tecido 
adiposo epididimal reduziu somente nos grupos CT/RVS e HLF/CN/RVS. Para o acú-
mulo de gordura total, o HLF apresentou maior valor em relação a gordura hepática 
total, enquanto o HLF/RVS apresentou uma maior quantidade em relação ao 
HLF/CN/RVS. Os TGs e CT os grupos suplementados apresentaram uma menor 
quantidade em relação ao HLF, exceto para TGs que foi menor no HLF/CN. Os dados 
corroboram positivamente com score de estetaose e % de gotícula lipídica com exce-
ção do HLF/RVS que apesentou uma maior quantidade em relação aos tratados. Para 
parâmetros relacionados a estresse oxidativo, MDA, FOX foram maiores no HLF e 
menor nos suplementados e maiores quantidade de antioxidantes Vitamina E e GSH. 
O metabolismo lipídico é controlado por genes. O SREBP-1c foi mais expresso no 
HLF/RVS em relação CT/RVS 2g corroborando com os achados histológicos. O 
CHERB apresentou maior expressão em relação ao HLF/RVS o que corrobora com 
aumento do acúmulo de TGs neste grupo. Dessa forma, o uso de óleo de canola em 
associação com resveratrol parece ser uma alternativa interessante para preven-
ção/tratamento de esteatose em uma dieta rica estilo ocidental, visando ser uma al-
ternativa de baixo custo e fácil aplicabilidade em pacientes com NAFLD, o que não 
ficou tão evidente em nosso estudo apenas com o canola e/ou resveratrol.  
 
Palavras-chave: Esteatose hepática não alcóolica. Resveratrol. Frutose. Ácidos gra-
xos poli-insaturados. 
  



 

 

ABSTACT 
 

MANCA, C.S. Metabolic and genomic changes in C57/BL6 mice fed a high-fat, 
high-fructose diet supplemented with canola oil and/or resveratrol. 2023. 93 f. 
Thesis (PhD) ‒ Ribeirão Preto Medical School, University of Sao Paulo, 2023. 

 
Non-alcoholic hepatic steatosis is related to the increasing causes of morbidity and 
mortality from liver diseases. Its incidence is related to obesity and related 
comorbidities, in which it has aroused great interest in research. Dietary lipid 
modulation and joint provision of antioxidant supplementation may result in 
preservation of the hepatic parenchyma or reduce the rate of progression to more 
severe forms of non-alcoholic liver disease, supporting new evidence-based nutritional 
guidelines in a way a to support dietary principles that are adequate and effective in 
preventing the disease, being a relevant and low-cost therapeutic target in the 
prevention and treatment of NASH. The objectives of the present study were: to 
evaluate the consumption of isolated canola oil, in association with resveratrol or with 
isolated resveratrol in the prevention or reduction of hepatic steatosis, analyzing 
parameters of hepatic lipid metabolism, oxidative stress and delaying the progression 
of NAFLD. Material and Methods: the animals were divided into the following groups: 
Soy Control (n=12) + HLF (n=12) HLFCN Group (n=12); CT/RVS group (n=12); 
HLF/RVS group (n=12); HLF/CN/RVS group (n=12). After 16 weeks of diet and 
treatment with canola oil and resveratrol, the animals were anesthetized and the blood 
and tissues were removed by cardiac puncture for later analysis. Results: The offer of 
a diet rich in saturated fat (lard) + fructose caused an increase in weight in the HLF 
group, while the administration of oil and resveratrol or both was able to delay weight 
gain. Liver weight had no significant difference. The sum of epididymal and 
retroperitoneal adipose tissue was greater in the HLF while there was a significant 
reduction in relation to the groups supplemented with resveratrol, and the epididymal 
adipose tissue reduced only in the CT/RVS and HLF/CN/RVS groups. For total fat 
accumulation, the HLF showed a higher value in relation to total liver fat, while the 
HLF/RVS showed a higher amount in relation to the HLF/CN/RVS. The TGs and CT 
the supplemented groups showed a lower amount compared to the HLF, except for 
TGs which was lower in the HLF/CN. The data corroborate positively with the stetaosis 
score and % of lipid droplet, with the exception of the HLF/RVS, which presented a 
greater amount in relation to the treated ones. For parameters related to oxidative 
stress, MDA, FOX were higher in HLF and lower in supplemented and higher amounts 
of antioxidants Vitamin E and GSH. Lipid metabolism is controlled by genes. SREBP-
1c was more expressed in HLF/RVS compared to CT/RVS 2g, corroborating the 
histological findings. CHERB showed greater expression than HLF/RVS, which 
positively corroborates the increase in the accumulation of TGs in this group. Thus, the 
use of canola oil in association with resveratrol seems to be an interesting alternative 
for the prevention/treatment of steatosis in a rich Western-style diet, aiming to be a 
low-cost alternative and easy to apply in patients with NAFLD, which it was not so 
evident in our study just with canola and/or resveratrol. 
Keywords: Non-alcoholic hepatic steatosis. Resveratrol. Fructose. Polyunsaturated 
fatty acids. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

1.1 Contextualização 

 

A esteatose hepática não alcóolica (EHNA) é uma condição clínico-patológica 

que inclui um amplo espectro de doenças hepáticas, sendo um grande problema em 

saúde pública devido ao aumento mundial de sua prevalência e possibilidade de evo-

lução para sequelas mais graves. O rápido crescimento da incidência de EHNA resulta 

de uma complexa interação entre susceptibilidade genética e outros fatores ambien-

tais, dentre eles, dietas hipercalóricas e inatividade física (DONGIOVANNI; VALENTI, 

2017; MANNE; HANDA; KOWDLEY, 2018). 

 Na população geral dos países ocidentais a incidência de EHNA é de 20-30%. 

A distribuição mundial resultante de estudos de meta-análise conduzidos dentre os 

anos de 2005-2015 apresentou prevalência de 11-46% na América do Norte; 27-35% 

na América do Sul; 4-49% na Europa; 15-44% na Ásia e 9-20% na África. Estes valo-

res são muito mais elevados em algumas situações específicas, sendo 90% de pre-

valência em indivíduos obesos e 50% em indivíduos com diabetes tipo 2 (VALLEJO 

et al., 2022). 

A EHNA é caracterizada pelo acúmulo de triacilgiceróis (TGs) no parênquima 

hepático, com aumento de até 5% do peso hepático em indivíduos que não consomem 

quantidade superior a 30 g de álcool diariamente para homens e 20 g para mulheres, 

respectivamente. O quadro patológico pode variar de uma simples esteatose, com 

excessivo acúmulo de gordura hepática, até as formas mais graves, incluindo a este-

atohepatite não alcoólica (NASH) que pode progredir para fibrose ou hepatocarcinoma 

(MANNE; HANDA; KOWDLEY, 2018; NASCIMBENI et al., 2013; PERVEEN et al., 

2018; CHANG et al., 2022). 

 A patogênese da EHNA é multifatorial e não completamente elucidada. Uma 

das hipóteses aventada em 1988, foi a conhecida por “teoria dos dois hits” (DAY; JA-

MES, 1998), na qual o primeiro hit, ou evento, seria o acúmulo de gordura hepática e 

o segundo a progressão para um quadro de inflamação e fibrose. Contudo, atualmente 

a teoria dos múltiplos hits tem sido mais aceita e implica em um conjunto de fatores 

atuantes de maneira sinérgica e paralela, considerando também a predisposição ge-

nética como um fator adicional (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018 CHANG et al., 

2022), conforme ilustra a Figura 1. Na evolução do quadro temos a progressão da 
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esteatose simples com acúmulo de gordura hepática para o NASH em processos se-

quenciais. A lesão nos hepatócitos ocorre especialmente em quadros inflamatórios, o 

que pode resultar em morte celular, inflamação local e fibrogênese. Adicionalmente, 

este quadro pode ocorrer em paralelo a vários eventos fisiológicos como resistência à 

insulina (RI), desregulação da secreção de adipocinas, desequilíbrio nutricional e in-

fluência da microbiota intestinal, bem como fatores genéticos e epigenéticos (ARAB; 

ARRESE; TRAUNER, 2018).  
 

Figura 1 ‒ Modelo de dano hepático por sobrecarga de substratos na patogênese da EHNA 
 

 
Fonte: Rriedman SL, Neuschwander-Tetri BA, Rinella M, Sanyal AJ. Mechanisms of NAFLD develop-
ment and therapeutic strategies. Nat Med. 2018 Jul;24(7):908-922. doi: 10.1038/s41591-018-0104-9. 
Epub 2018 Jul 2. PMID: 29967350; PMCID: PMC6553468 

Ácidos graxos livres são fundamentais para a patogênese da NASH. Os ácidos graxos livres que se originam 
da lipólise de triglicerídeos no tecido adiposo são entregues através do sangue ao fígado. O outro principal 
contribuinte para o fluxo de ácidos graxos livres através do fígado é o DNL, o processo pelo qual os hepató-
citos convertem o excesso de carboidratos, especialmente a frutose, em ácidos graxos. Os dois principais 
destinos dos ácidos graxos nos hepatócitos são a beta-oxidação mitocondrial e a reesterificação para formar 
triglicerídeos. Os triglicerídeos podem ser exportados para o sangue como VLDL ou armazenados em gotí-
culas lipídicas. O triglicerídeo de gotícula lipídica sofre lipólise regulada para liberar os ácidos graxos de 
volta ao pool de ácidos graxos livres dos hepatócitos. O PNPLA3 participa desse processo lipolítico, e uma 
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variante de nucleotídeo único do PNPLA3 está fortemente associada à progressão da NASH, ressaltando a 
importância da regulação dessa lipólise. Quando a eliminação de ácidos graxos através da beta-oxidação 
ou formação de triglicerídeos é sobrecarregada, os ácidos graxos podem contribuir para a formação de 
espécies lipotóxicas que levam ao estresse do RE, estresse oxidativo e ativação do inflamassoma. Esses 
processos são responsáveis pelo fenótipo da NASH com lesão hepatocelular, inflamação, ativação de células 
estreladas e acúmulo progressivo de excesso de matriz extracelular. Modificações no estilo de vida que 
incluem hábitos alimentares saudáveis e exercícios regulares reduzem a sobrecarga de substrato por meio 
da diminuição da ingestão e desvio de substratos metabólicos para tecidos metabolicamente ativos e po-
dem, assim, prevenir ou reverter a NASH. SCD, esteroil CoA-dessaturase; FAS, ácido graxo sintase; NKT, 
célula T natural killer; Tregs, células T reguladoras; PMNs, leucócitos polimorfonucleares. Crédito: Marina 
Corral Spence/Springer Nature. 

 
 A homeostase lipídica hepática é fortemente controlada por um complexo sis-

tema de vias de sinalização e transcrição, reguladas por hormônios e receptores 

nucleares, com a sinalização da insulina desempenhando papel fundamental 

(HARDY et al., 2016). Da mesma maneira, a sinalização da insulina tem papel cen-

tral no desenvolvimento da esteatose. A obesidade e a RI nos hepatócitos resultam 

na falha da supressão da lipólise, estresse nos adipócitos e recrutamento e infiltra-

ção por macrófagos no tecido adiposo, com consequente liberação de citocinas pró-

inflamatórias, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucina- 6 (IL-6), 

quimioatrator de monócitos (MCP-1), resistina e plasminogênio (PAI-1) (ARAB; AR-

RESE; TRAUNER, 2018). 

 O acúmulo de TGs é o estágio inicial da fisiopatologia da EHNA e resulta em 

desequilibro entre a síntese e a utilização de TGs, sendo o gatilho para a patologia. A 

dieta hiperlipídica e a lipogênese de novo são duas fontes que contribuem para o acú-

mulo de gordura hepática. O prejuízo na sinalização de insulina no tecido adiposo e 

no fígado parece ser muito precoce. Em pacientes obesos e diabéticos do tipo 2, a RI 

inibe a lipólise no tecido adiposo, resultando em fluxo excessivo de ácidos graxos não 

esterificados no fígado. A síntese de ácidos graxos hepáticos é um processo catali-

sado por duas enzimas diferentes: a acetil-Coa carboxilase (ACC) e a ácido graxo 

sintase (FAS). Estas são controladas em nível transcricional pela ativação pela insu-

lina da proteína de regulação ao elemento regulador de esterol 1C (SREBP-1c) e pela 

ativação pela glicose de proteínas de ligação ao elemento responsivo à carboidrato 

(ChREBP). Ambos estes fatores de transcrição são controlados pelo receptor X hepá-

tico (LXR). Este também regula as respostas induzidas diretamente pela ACC e FAS. 

A síntese de novo de ácidos graxos é aumentada em pacientes com EHNA devido à 
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coexistência de hiperinsulinemia e ingestão excessiva de açúcares, como a frutose 

(ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018; CHA; REPA, 2007; KAWANO; COHEN, 2013). 

 A beta-oxidação de ácidos graxos hepáticos ocorre nas mitocôndrias, peroxis-

somos ou microssomos, resultando em produção energética importante. Os ácidos 

graxos de cadeia longa são transportados na membrana mitocondrial pela carnitoil 

palmito transferase 1 (CTP1), que é inibida pelo malonil –COA e pela insulina, e é 

ativada pelo receptor ativado por proliferadores de peroxissomo alfa (PPAR-alfa). O 

papel das mitocôndrias na EHNA ainda não está claro, mas alguns estudos têm de-

monstrado aumento ou redução na taxa de beta-oxidação, enquanto outros demons-

tram sua deficiência na progressão de EHNA para NASH (SIMÕES et al., 2018). 

 Espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

são produzidas pelo metabolismo celular normal. O acúmulo de gordura hepática pode 

levar à superprodução de radicais livres, que, uma vez não contrabalanceada pelas 

defesas antioxidantes, levam ao estresse oxidativo observado na progressão EHNA. 

Contudo, o estresse oxidativo em pacientes com NASH pode resultar em comporta-

mento pró-oxidativo e consequente formação de moléculas altamente reativas, inclu-

indo produtos da peroxidação lipídica como o malonaldeído (MDA) (ARAB; ARRESE; 

TRAUNER, 2018; CHA; REPA, 2007; KAWANO; COHEN, 2013; J EZHILARASAN; 

LAKSHMI, 2022). 

 

1.2 Papel da dieta na esteatose 

  

Diversos tratamentos dietoterápicos têm sido empregados na prevenção ou no 

tratamento da EHNA, podendo ser associados com nutrientes específicos. O resve-

ratrol (RVS), um composto polifenólico encontrados em alguns alimentos, pode con-

tribuir para redução de componentes da EHNA, assim como o ômega-3, já bastante 

elucidado nesta patologia. (CHARYTONIUK et al., 2017; HAJIGHASEM; FARZANEGI; 

MAZAHERI, 2018). 

 A frutose destaca-se entre os açúcares simples e está presente em grandes 

quantidades em bebidas açucaradas e alimentos industrializados, cujo consumo é as-

sociado com o desenvolvimento de EHNA, conforme demonstrado por diferentes es-

tudos. Atualmente, a ingestão de açucares de adição corresponde a 15% da energia 

total das dietas ocidentais, sendo maior entre jovens e adolescentes. O consumo de 

frutose aumentou acentuadamente nos últimos anos, paralelamente ao consumo da 
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sacarose. A frutose propicia a lipogênese por meio da ativação de enzimas lipogênicas 

como a ACC, a FAS e a estéril-CoA desaturase (SCD1), bem como do bloqueio da 

beta-oxidação, levando ao acúmulo de gordura hepática, conforme evidenciado em 

estudos em modelos experimentais e clínico ((BASARANOGLU; BASARANOGLU; 

BUGIANESI, 2015; LANASPA et al., 2012; LIM et al., 2010; RONCAL et al., 2018). 

 Em adição ao consumo de frutose/sacarose, a elevada ingestão de gorduras, 

particularmente as saturadas, tem contribuído para a patogênese da EHNA (JIMENEZ 

et al., 2002; NEUSCHWANDER-TETRI BA, 2013; LIM et al., 2010; JENSEN., et al., 

2018). Evidências experimentais sugerem que a qualidade, e não a quantidade, 

exerce papel determinante para a progressão da EHNA (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 

2018). Em contraste aos ácidos graxos saturados (SFA), a alta ingestão de ácidos 

graxos poli-saturados (PUFAs) tem demonstrado inibir o desenvolvimento da estea-

tose. Diferentemente dos carboidratos, os PUFAs ômega-3 e ômega-6 diminuem a 

lipogênese por meio da inibição da SREBP1-C e de outros genes envolvidos na lipo-

gênese. Adicionalmente, em especial os PUFA ômega-3 têm demonstrado ação re-

gulatória sobre o PPARα, aumentando a degradação de ácidos graxos. Siddiqui et al., 

2015 em seu estudo in vivo com diferentes óleos vegetais demonstraram que o teor 

total de ácidos graxos insaturados presentes nas formulações lipídicas é mais impor-

tante que o ácido graxo isolado na inibição da EHNA (BELLANTI et al., 2017; KO-

NUMA et al., 2015; LEVY; CLORE; STEVENS, 2004; SIDDIQUI et al., 2015). 

 Adicionalmente, a disbiose intestinal, resultante do desequilíbrio dietético, con-

tribui para o acúmulo de gordura hepática e para a patogênese de EHNA. Nesse sen-

tido, a microbiota intestinal pode influenciar a absorção de energia, fermentando o 

amido resistente e os polissacarídeos, originando ácidos graxos de cadeia curta, es-

pecialmente o acetato, o propinato e o butirato, que se tornam absorvíveis pelo epitélio 

intestinal (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018; STEFAN; HÄRING; CUSI, 2018). 

 

1.3 Alternativas de prevenção/progressão da EHNA 

 

O RVS é apontado como candidato para prevenção e tratamento de diversas 

doenças, incluindo a obesidade associadas a condições tais como a EHNA. Este po-

lifenol pode ser encontrado em diferentes alimentos de origem vegetal, dentre eles, 

uvas, bagas e amendoim. O RVS apresenta dois isômeros: cis e trans, sendo o se-

gundo utilizado pelos pesquisadores por ser mais estável e reativo. Diversos estudos 
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sugerem suas atividades farmacológicas nos sistemas neuronal, cardiovascular e he-

pático. Atividades antitumorais, anti-inflamatórias e efeitos antioxidantes também têm 

sido reportados (BAUR; SINCLAIR, 2006; CHARYTONIUK et al., 2017; CHANG et al., 

2020; HEEBØLL et al., 2015; TEJADA et al., 2021). 

Os efeitos do RVS no metabolismo lipídico têm sido amplamente descritos, 

como a ativação da proteína quinase ativada por adenosina monofosfato alfa (AMPKα) 

e da Sirtuina 1 (SIRT1) em modelos experimentais. Estes efeitos resultam numa série 

de reações metabólicas benéficas, incluindo a inibição da inflamação e do estresse 

oxidativo. Uma rede complexa envolvendo tanto AMPK como SIRT1, SREPB-1C, LXR 

modulam o metabolismo lipídico e de colesterol (ABBA et al., 2015; HEEBØLL et al., 

2016; TIAN et al., 2016). No fígado, a SIRT1 está envolvida no controle do metabo-

lismo energético pela desacetilação e ativação de PGC-1α e PPARα, resultando no 

aumento da beta-oxidação. A ativação do PGC-α leva ao aumento da biogênese mi-

tocondrial, aumentando o número de mitocôndrias no tecido hepático (CHARYTO-

NIUK et al., 2017; TEJADA et al.,2021).  

A suplementação com RVS aumenta a fosforilação da AMPKα, a qual se torna 

metabolicamente ativa e resulta na inibição do LXR, diminuindo assim a SREBP1C. 

Contudo, por atenuar a atividade do LXR, o RVS indiretamente reduz a síntese de 

ácidos graxos e lipogênese de novo, diminuindo o acúmulo de gordura intracelular, o 

que pôde ser demonstrado em estudos de avaliação histológica (CHARYTONIUK et 

al., 2017; XIN et al., 2013). 

Além do metabolismo lipídico, o RVS atua na diminuição de fatores relaciona-

dos ao estresse oxidativo, evitando a progressão de esteatose benigna para EHNA. 

Os mecanismos conhecidos que levam à redução das ROS são mediados pela via 

SIRT1-FOXO1-MnSOD. SIRT1 interage com fatores transcricionais FOX, o que leva 

à produção das enzimas SOD, CAT e MnSOD. Desta forma, o RVS protege contra o 

estresse oxidativo e a disfunção mitocondrial (CHARYTONIUK et al., 2017). 

Dentre os tratamentos que vêm sendo utilizados para a prevenção da esteatose 

destaca-se o uso de ômega-3 (DE CASTRO; CALDER, 2018). Conforme observado 

em nosso estudo anterior, o óleo de canola pode representar uma boa estratégia de 

baixo custo para a prevenção/progressão da EHNA, por atuar na redução da peroxi-

dação lipídica (MANCA, CS et al., 2023).  



22 

 

O óleo de canola é caracterizado pelo seu baixo nível de SFA (7%), substancial 

quantidades de ácidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e PUFAs, incluindo 61% de 

ácido oleico, 21% de ácido linoleico e 11% de ácido alfa linolênico (ALA). 

 

1.4 Justificativa do estudo 

  

Faltam evidências que sustentem tratamentos dietoterápicos na prevenção de 

EHNA na população brasileira, tais como o uso de compostos antioxidantes isolados 

ou associados, como ômega-3 e resveratrol. 

 Resultados obtidos durante o desenvolvimento da dissertação de Mestrado in-

titulada “Efeitos de diferentes óleos vegetais no metabolismo lipídico e estresse oxi-

dativo em camundongos C57/BL alimentados com dieta hiperlipídica e rica em frutose” 

(Manca et al., 2023) demonstraram que a modulação quantitativa/qualitativa da dieta 

preveniu o desenvolvimento da esteatose em camundongos C57/BL6. Este estudo in 

vivo demonstrou atenuação do dano hepático induzido por dieta hiperlipídica com fru-

tose (HLF), por meio de melhora da função hepática e do metabolismo lipídico, com 

modulação favorável do estresse oxidativo. Ressalta-se que os achados mais interes-

santes foram observados com a utilização do óleo de canola, que é rico em ácidos 

graxos ômega-3. Estudos recentes têm demonstrado a eficácia de óleos ricos em 

ômega-3 na prevenção e tratamento da EHNA, assim como de compostos bioativos, 

ganhando ênfase o resveratrol. Contudo, são poucos os estudos que fazem a associ-

ação dos mesmos. 

 Tendo em vista a dificuldade do diagnóstico da EHNA, que incluem a ausência 

de sinais e sintomas, a baixa sensibilidade das enzimas hepáticas como indicadores 

da doença e a questionável necessidade de biópsia como padrão-ouro, estudos in 

vivo em modelos animais poderem se prestar como uma forma adequada para inves-

tigação do efeito de modulação da dieta e sua associação com compostos bioativos 

no desenvolvimento da patologia. Dentre os marcadores passíveis de serem avaliados 

nestes modelos, ressaltam-se a análise histopatológica para caracterização da gotí-

cula lipídica, as quantificações séricas e hepáticas de proteína e de ácidos graxos, 

glicemia, determinação das frações lipídicas, peroxidação lipídica e determinação do 

estresse oxidativo através da glutationa reduzida e atividade antioxidante pela deter-

minação de vitamina E, além de análises de expressão gênica de genes envolvidos 

com metabolismo lipídico. 
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Hipótese do estudo 
Diante do exposto, a hipótese deste estudo é a de que a suplementação de 

uma dieta hiperlipídica e rica em frutose com resveratrol, associado ou não ao óleo de 

canola, pode prevenir ou reduzir a progressão da esteatose hepática não alcoólica em 

modelo animal experimental. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 
 

Avaliar o efeito da modulação lipídica qualitativa e quantitativa da dieta, bem 

como de sua associação ao antioxidante resveratrol, na preservação do parênquima 

hepático e na taxa de progressão da esteatose em modelo experimental de EHNA.  

 

2.2 Específicos 
 

• Avaliar o perfil dos óleos e dietas utilizados no estudo; 

• Avaliar o efeito da modulação lipídica da dieta associada ou não ao RSV 

na modulação da EHNA; 

• Avaliar o efeito da modulação lipídica da dieta associada ou não ao RSV 

sobre o parênquima hepático; 

• Avaliar o efeito da modulação lipídica da dieta associada ou não ao RSV 

sobre o perfil metabólico hepático; 

• Avaliar o efeito da modulação lipídica da dieta associada ou não ao RSV 

sobre marcadores do estresse oxidativo; 

• Identificar marcadores hormonais e inflamatórios séricos de progressão da 

doença hepática não alcóolica; 

• Avaliar o perfil de expressão gênica de marcadores do metabolismo lipídico 

em tecidos-alvo. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Considerações éticas 
 

Este trabalho foi aprovado pelo Comissão de Ética no Uso de Animais da Fa-

culdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (CEUA-FMRP-

USP) em julho de 2018. O protocolo experimental foi aprovado pela CEUA-FMRP sob 

o protocolo no 129/2018.  

 

3.2 Animais 
 

Foram utilizados 72 camundongos C57/BL6, machos, com peso aproximado de 

20 g. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Clínica Médica da 

FMRP-USP, com livre acesso a água e ração, submetidos a ritmo de 12 horas de 

claro/escuro e temperatura igual a 24±2ºC. Os animais foram separados em 6 grupos 

de acordo com delineamento experimental, descrito a seguir. 

 

3.3 Delineamento experimental 
 

Os grupos experimentais, com o respectivo número de animais por grupo, foram: 

 

1. Grupo controle (CT, n=12): dieta AIN – 93 com 7% de óleo de soja; 

2. Grupo controle canola com resveratrol (CTCN/RVS, n=12): dieta AIN – 

93 com 7% de óleo de canola + 2 g/kg/dia de resveratrol; 

3. Grupo hiperlipídica + frutose (HLF, n=12): dieta com 50% de gordura 

saturada (banha de porco) + 20% de Frutose; 

4. Grupo hiperlipídica + frutose + RVS (HLF/RVS, n=12): dieta com 50% 

de gordura saturada (banha de porco) + 20% de Frutose + 2 g/kg/dia de 

resveratrol; 

5. Grupo hiperlipídica + frutose + óleo de canola (HLF/CN, n=12): dieta 

com 25% de gordura saturada (banha de porco) + 20% de Frutose + 25% 

de óleo de canola; 
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6. Grupo hiperlipídica + frutose + óleo de canola + RVS (HLF/CN/RVS, 
n=12): dieta com 25% de gordura saturada (banha de porco) + 20% de 

Frutose +25% de óleo de canola + 2 g/kg/dia de resveratrol; 

 

As dietas utilizadas foram baseadas no preconizado pelo American Institute 

of Nutrition, para a alimentação de roedores em fase de crescimento (REEVES; NI-

ELSEN; FAHEY, 1993). O amido e a sacarose foram substituídos pela frutose, tota-

lizando 20% em todos os grupos estudados. As dietas hiperlipídicas são hipercaló-

ricas, com aumento da porcentagem dietética de lipídeos, sendo a dieta do grupo 

óleo de canola modulada para 25% de gordura saturada e 25% do óleo vegetal. O 

RSV na forma de TRANS-resveratrol foi obtido da indústria PragSoluções Biociên-

cias com lote interno PURI006851, código de origem 440.500.000050 e fórmula mo-

lecular C14H120. O RSV foi administrado na quantidade de 2 g/kg da dieta, o equi-

valente à ingestão média diária de 200 mg/dia. A composição da dieta utilizada no 

estudo foi compilada por meio das informações fornecidas pelo fabricante Rhoster 

(Araçoiaba da Serra, Brazil) para Vitaminas, Mix mineral, Colina e L-cisteína. Amido 

de milho, fructose, caseína e BHT foram obtidos através da Synth. Os respectivos 

óleos vegetais e banha utilizadas foram adquiridas em comércio local. Os dados da 

composição da dieta estão descritos na tabela 1. 

 
Tabela 1 ‒ Composição da dieta baseada na AIN-93 crescimento g/100 g da dieta, 2023 
 

Ingredientes CTS CTCN/RVS HLF HLF/RVS HLF/CN HLF/CN/RVS 
Caseína 20 20 20 20 20 20 
Amido 53 53 0 0 0 0 

Sacarose 10 10 0 0 0 0 
Frutose 0 0 20 20 20 20 

óleo de soja 7 0 0 0 0 0 
Banha 0 0 50 50 25 25 

óleo de canola 0 7 0 0 25 25 
Resveratrol 0 2 0 2 0 2 

Fibra 5 5 5 5 5 5 
Mix Vitaminas 1 1 1 1 1 1 
Mix Minerais 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 
L- Cisteína 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 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 
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BHT, di-terc-butil metil fenol. CTS, grupo controle com óleo de soja; CT/RVS, grupo controle com óleo 
de canola + 2 g/kg/dia de resveratrol; HLF, – grupo hiperlipídica + frutose (50 % de banha); HLF + 
resveratrol, grupo hiperlipídica + frutose (50 % de banha) + resveratrol; HLF/CN, grupo hiperlipídica 
(25% de banha + 25% óleo de canola) + frutose; HLF/CN + RVS, (25% de banha + 25% de canola) + 
frutose + resveratrol. 

 
Fonte: REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993 

 

Os animais foram randomizados aleatoriamente em caixas contendo 2 ani-

mais. As dietas foram preparadas semanalmente. Os animais passaram por um pe-

ríodo de adaptação da dieta hiperlipídica, a qual foi misturada na proporção de 1:1 

(experimental:controle) e, após a primeira semana (7 dias), na proporção 2:1. A 

quantidade consumida foi aferida três vezes por semana, sendo calculada a média 

do consumo semanal e diário a partir do terceiro dia de aferição. O cálculo de inges-

tão energética foi realizado a partir da dieta ofertada. A taxa de eficiência da dieta 

(TED) expressa a eficiência da dieta em propiciar ganho de peso e é calculada de 

acordo com a fórmula: TED = [média ganho de peso diário (g)/média de consumo de 

dieta diário (g)] (KANG; AHN; LEE, 2005). O cálculo do consumo de RSV foi reali-

zado considerando o valor de RSV em 1kg da dieta (2 g/kg) e o peso final do animal, 

sendo: a média de ingestão diária ÷ peso do animal = quantidade de resveratrol 

consumida diariamente em mg/kg/dia. 

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por decapitação. O 

sangue e tecidos foram coletados, sendo que as amostras ficaram armazenadas a -

20 e -80ºC, respectivamente, para análises posteriores, exceto para análises histoló-

gicas que foram colocadas diretamente em formalina.  Para análise histológica as 

amostras foram cortadas separadamente e imersas em formalina.  

Os tecidos hepáticos, adiposo epididimal e retroperitoneal foram pesados ime-

diatamente após a decapitação dos animais em balança analítica e armazenados para 

as análises posteriores. Foram computados os coeficientes do tecido hepático e dos 

tecidos adiposos epididimal e retroperitonial: CV = (razão peso TECIDO/peso corpo-

ral) * 100. 

 

3.4 Análises quantificativas 
 

O desenvolvimento desta parte do estudo foi realizado no Laboratório de Nutri-

ção e Metabolismo do Departamento de Clínica Médica da FMRP-USP. 
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3.4.1 Quantificação da composição dos ácidos graxos dietéticos utilizados no preparo 

das dietas  

 

A análise dos ácidos graxos presentes nas dietas utilizadas bem como nos 

óleos e gorduras foi realizada a partir do método de Folch et al.,1957, seguida por 

metilação. Os ésteres metilados de ácidos graxos foram separados por cromatografia 

gasosa (Shimadzu Europe, Duisburg, Germany), em equipamento com auto-injetor 

AOC-20i (Shimadzu Europe) utilizando com uma coluna de sílica fundida de SP-2560 

(100 m, 0,25 mm I.D, film thickness 0.20 μm). O gás hélio foi usado como carreador. 

Foi utilizado ar sintético para detecção de ionização em chama de 250 °C. Injeções 

foram realizadas em modo Split. O tempo de retenção dos ácidos graxos é determi-

nado em comparação com o padrão externo (Supelco 37 component FAME Mix) (AN-

DREOLI et al., 2007). 
Foram utilizadas amostras de 50 μl de óleo de Canola e Soja e 25 μl de banha 

de porco, que foram colocadas em tubos de ensaio de 10 mL com tampa (GC-2014, 

(Shimadzu Europe) (ANDREOLI et al.,2007). As amostras serão avaliadas em um 

equipamento com auto-injetor AOC-20i (Shimadzu Europe, Duisburg, Germany) sob 

as mesmas condições supracitadas para as amostras hepáticas. 

 

3.4.2 Análises hepáticas  

 

As concentrações hepáticas TGs e colesterol total (CT) foram avaliados por 

meio de kits comerciais (Labtest Diagnóstica S.A., Vista Alegre, Brasil). A gordura he-

pática total foi extraída pelo método de Bligh e Dyer adaptado (1959).  

 

3.4.3 Determinação de proteína hepática  

 

As concentrações hepáticas de proteínas foram realizadas por kit comercial uti-

lizando o método de biureto (Labtest Diagnóstica S.A., Brasil). Para a análise em fí-

gado, o tecido foi homogeneizado em tampão fosfato e retirada uma alíquota de 10 ul 

e seguido o protocolo do kit. 
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3.4.4 Determinação de hidróxidos lipídicos pela oxidação do ferro em xilenol laranja 

(FOX)  

 

A concentração total de hidroperóxidos foi determinada pelo método da oxida-

ção dos íons férrico na presença de xilenol laranja. Este método é baseado na oxida-

ção do íon ferroso em íon férrico por vários tipos de peróxidos presentes no soro. Na 

presença do xilenol laranja, ocorre a síntese de um complexo xilenol-férrico de cor 

laranja cuja absorbância pode ser avaliada. Para a realização deste ensaio utilizou-se 

100 µl de soro, aos quais foi acrescentado 1 ml do reagente de cor, composto por uma 

solução de xilenol laranja em metanol e sulfato ferroso diluído em ácido sulfúrico à 10 

mM. Após o acréscimo do reagente de cor, as amostras foram deixadas em repouso 

e protegidas da luz por 30 minutos. Passado esse período, as amostras foram centri-

fugadas a 3500 rpm por 10 minutos e realizada a leitura em espectrofotômetro (Spec-

traMax M-5, Molecular Advices) do sobrenadante a 560 nm. 

 

3.4.5 Peroxidação lipídica  

 

Foi realizada determinação de peroxidação lipídica em tecido hepático. A pero-

xidação lipídica foi realizada pela metodologia de Gerard Monnier com algumas adap-

tações. 

 

3.4.6 Quantificação de glutationa reduzida (GSH) hepática  

 

A glutationa reduzida hepática foi quantificada segundo o método descrito por 

Sedlack e Lindsa (1986). Foram coletados 200 mg de fígado, posteriormente homo-

geneizados em vortex com 1 mL de solução tampão fosfato-salino, em gelo. Foram 

retirados 50 µl do homogenato e misturados a 400 µl de água deionizada e 100 µl TCA 

a 50% e 500 µl de solução tampão EDTA (0,02 M). Após 15 minutos com agitação 

ocasional do tubo, o mesmo foi centrifugado por 15 minutos (3000 g em temperatura 

ambiente) e 500 µl do sobrenadante foram separados. Ao sobrenadante foram acres-

centados 500 µl de tampão TRIS (0,4M pH=8,9) e 25 µl de DTNB (0,01 M em metanol). 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro (SpectraMax M-5, Molecular Advices) no 

comprimento de onda de 412 nm, 5 minutos após a adição do DTND, contra um 

branco com EDTA (0,02 M) em lugar do sobrenadante. A concentração foi calculada 
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utilizando-se uma curva padrão de GSH em EDTA (0,02 M) e os resultados foram 

expressos em mmol/g proteína hepática. 

 

3.4.7 Quantificação de vitaminas E hepática 

 

As análises hepáticas de vitamina E (alfa-tocoferol) foram realizadas por cro-

matografia líquida de alta eficiência (HPLC), segundo método adaptado de Arnaud et 

al (1991). Para as análises foram utilizados: cromatógrafo Shimadzu modelo LC-20AT, 

coluna tipo C-18 (150 x 4,6mm - 5μm), detector UV-visível modelo SPD-20A, fase 

móvel composta por acetonitrila:diclorometano:metanol 7:2:1, velocidade de fluxo de 

1,0 mL/min e detecção em 292 nm. As concentrações foram determinadas por meio 

do uso de padrão externo e os resultados foram expressos em n/ml Gt. 

Cerca de 200 µL de amostra foram homogeneizadas com 400 µL de etanol 

absoluto. Posteriormente foram adicionados 400 µL de n-hexano para extração. As 

amostras sofreram agitação em vórtex por 1 minuto, para posterior centrifugação 

(3000 rpm durante 10 min). O sobrenadante foi retirado, cerca de 200 µL, e seco ao 

fluxo de nitrogênio e logo em seguida foi injetado no HPLC nas condições adequadas.  

 

3.4.8 Análise hormonal e das adipocinas séricas  

 

Esta etapa do estudo foi desenvolvida no Laboratório de Imunologia com o 

auxílio técnico de Lívia Maria Cordeiro Simões-Ambrosio As dosagens de resistina, 

leptina, IL-6, TNF- α, MCP-1, PAI-I e insulina a partir do soro dos animais foram 

realizadas por imunometria utilizando-se a tecnologia Luminex por meio de kits Mil-

liplex (Merck). 

 

3.5 Análise histopatológica 

 

A análise histopatológica foi realizada no Laboratório de Biologia Celular e Te-

cidual do Departamento de Biologia Molecular e Bioagentes Patogênicos, também da 

FMRP-USP, em colaboração com a Profa. Dra. Mariana Kiomy Osako.  
Os fragmentos de fígados foram coletados após a eutanásia dos animais e ime-

diatamente imersos em frasco contendo formalina (10% em solução tamponada) 

(Sigma-Aldrich) por 16 horas. Após esse período, os tecidos foram desidratados, com 
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banhos de álcoois em concentrações crescentes (50%, 70%, 80%, 95%, 100%) 

(Merck, São Paulo, SP, BRA) a cada 1 hora, seguidos por diafanização em três ba-

nhos de xilol (LabSynth, Diadema, SP, BRA) consecutivos de 1 hora cada e, após 

esses passos, os tecidos foram imersos em dois banhos de parafina (Merck), de 2 

horas cada. Os tecidos foram incluídos em bloco de parafina e, posteriormente, sub-

metidos a cortes de 5 µm (Leica Biosystems, Germany). As secções foram coradas 

utilizando eosina e hematoxilina (H&E). As imagens histológicas foram capturadas em 

objetiva de 20x pelo microscópio Olympus BX61VS (Olympus Corporation, Tokyo, Ja-

pan). Um total de 5 imagens de cada animal foi capturado para quantificação de gotí-

culas lipídicas no fígado. O software ImageJ foi utilizado para configurar as imagens 

para modo binário (8-bit) e ajustar um limite (threshold) de visualização, em que se 

destacam as gotículas lipídicas, seguido da quantificação da área correspondente à 

gotícula de gordura em porcentagem. A classificação histológica quanto ao escore de 

esteatose hepática não alcóolica foi realizada de acordo com Kleiner et al 2005. 

 

3.6 Análise molecular  
 

As análises de biologia molecular foram realizadas no Laboratório de Endocri-

nologia Molecular do Departamento de Clínica Médica do FMRP-USP em colaboração 

com a Dra. Ana Carolina Bueno e o auxílio técnico da Dra. Renata Sicchieri Pugliesi.  

 

3.6.1 Extração do RNA 

 

Logo após a retirada do tecido hepático, fragmentos de aproximadamente 10 

mg de fígado foram aliquotados em criotubos de 2 mL, congelados sob nitrogênio 

líquido e posteriormente armazenados a -80ºC até a extração de RNA. 
O RNA total dos tecidos foi extraído utilizando-se o TRIzol® Reagent (Invitro-

gen), segundo protocolo do fabricante. A cada amostra foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio absoluto (temperatura ambiente), seguidos por 10 µL de glicogênio (20 

mg/mL) gelado. Os tubos foram agitados por 15 segundos, incubados em temperatura 

ambiente por 5 minutos e centrifugados 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrena-

dante foi transferido para um tubo novo e foram adicionados 500 µL de Trizol homo-

geneizando bem com a pipeta. Depois mais 200 µL de clorofórmio absoluto (tempera-
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tura ambiente) logo em seguida agitação do tubo manualmente, mas uma centrifuga-

ção 14000 rpm por 15 minutos, 4°C. O sobrenadante foi transferido para o tubo novo 

e foram adicionados 500 µL de isopropanol absoluto gelado para precipitação do RNA. 

As amostras foram incubadas no mínimo de 1:30 a 2:00 horas a -80 °C centrifugadas 

a 14000 rpm por 15 minutos, 4°C. O sobrenadante de isopropanol foi retirado e foram 

adicionados 1 mL etanol 70% gelado. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm 

por 15 minutos, 4°C e o etanol foi retirado. O pellet resultante foi deixado para secar 

levemente e, logo em seguida, foi ressuspenso em 12 µL de H2O DEPC e armazenado 

em freezer -80°C.  

O RNA foi quantificado em espectrofotômetro (NanoDropTM 2000c Spectropho-

tometer, Thermo Scientific) medindo-se a absorbância no comprimento de onda de 

260 nm. Também foram avaliadas as razões de absorbância 260/280 para a avaliação 

do grau de pureza, sendo utilizados aqueles cujas razões estavam entre 1,5 a 2,0. 

A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1,2% (Figura 2). Verifi-

cada a qualidade do RNA, este foi armazenado a -80 ºC até a sua utilização para 

síntese de DNA complementar (cDNA). Amostras que apresentaram contaminação 

por DNA genômico foram tratados com a enzima DNAse I (Thermo Scientific), de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 
Figura 2 ‒ Avaliação das amostras de RNA hepático em gel de agarose 1,2%. 
 

 
As amostras de RNA total (2 uL) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% para avali-
ação de sua integridade e contaminação por DNA genômico. As setas verdes indicam amostras ade-
quadas para síntese de DNA complementar (cDNA). As setas laranjas indicam amostras íntegras, po-
rém com contaminação de DNA genômico e que foram tratadas com DNAse I previamente à síntese 
de cDNA. As setas vermelhas indicam amostras de RNA degradadas, que não utilizadas para a sín-
tese de cDNA.  
 
Fonte: Próprio autor 
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3.6.2 Síntese do cDNA 

 

O DNA complementar (cDNA) foi obtido utilizando-se 500 ng de RNA de tecido 

hepático por meio do kit comercial na presença de transcriptase reversa e iniciador 

oligo (dt) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit e a enzima MultiScribe (Ap-

plied Biosystems, Foster, Califórnia, EUA) seguindo o protocolo do fabricante.   

 

3.6.3 PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

 

A PCR quantitativa em tempo real foi utilizada para a quantificação relativa da 

expressão gênica por meio do equipamento ABI Prism 7500 Sequence Detection Sys-

tem, utilizando-se ensaios TaqMan® (Applied Biosystems) específicos, conforme des-

crito na tabela 2. Para tal, o cDNA foi diluído (1:5) em água DEPC para sua utilização 

nas reações de PCR, que foram feitas em duplicatas utilizando ensaios TaqMan™ 

específicos para cada gene-alvo (tabela 2), de acordo com o protocolo do fabricante.  

A expressão relativa foi corrigida pelo gene codificador da beta-actina (Actb) que 

foi utilizado como controle endógeno baseado em artigo científico recente (FAN et al., 

2020). A quantificação relativa foi feita através do método 2-ΔΔCt (LIVAK; SCH-

MITTGEN, 2001).  

 
Tabela 2 ‒ Genes-alvo marcadores do metabolismo lipídico avaliados no estudo 
 

Gene-alvo Identificação do nucleotídio / proteína co-
dificada (NCBI) Ensaio TaqMan* 

Sirt1  NM_001159589.1/NP_001153061.1 Mm01168521_m1 
Prkaa1 / AMPK NM_001013367.3/NP_001013385.3 Mm01296696_m1 
Srebp-1a NM_011480.3/NP_035610.1 Mm00550338_m1 
Mlxipl / ChREBP  NM_021455.4/ NP_067430.2 Mm02342723_m1 
Nr1h3 / LXRɑ  NM_008040.2/NP_032066.2 Mm00443451_m1 
Pparα NM_001113418.1/ NP_001106889.1 Mm00440939_m1 
Actb AKo75973.1 Mm00607939_s1 
NCBI: National center for biotechnology information – National Institutes of Health 
*Applied Biosystems-ThermoScientific 

 
Fonte: National center for biotechnology information – National Institutes of Health 

*Applied Biosystems-ThermoScientific 
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3.6 Análise estatística 

 

Os dados contínuos paramétricos foram apresentados em média ± desvio pa-

drão e suas médias foram comparadas por análise de variância (ANOVA) com pós-

teste de comparações múltiplas de Tukey. Os dados contínuos não-paramétricos fo-

ram apresentados em valores individuais e mediana, as quais foram comparadas pelo 

teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de comparações múltiplas de Dunn. Em todos 

os casos o nível de significância foi pré-fixado para p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 Composição percentual de ácidos graxos da banha e do óleo de canola uti-
lizados para o preparo das dietas experimentais (%) 

 

Entre as gorduras utilizadas, a banha de porco é rica em ácido oleico (n-9), que 

é o principal representante dos MUFAs. A mesma apresenta alto teor de SFAs, prin-

cipalmente o mirístico (C14:0), o palmítico (C16:0) e o esteárico(C18:0) e, por fim, é 

rica em PUFAs, com maior quantidade de ômega-6 (n-6). 
 Em relação aos óleos vegetais utilizados, o óleo de canola é rico em MUFAs — 

principalmente o ácido oleico (n-9). Estes são presentes em maior quantidade do que 

a de PUFAs, que apresentam maior quantidade de n-6, seguido de n-3, sendo rico em 

EPA e DHA. O óleo de soja apresenta baixa quantidade de SFAs, alta quantidade de 

n-6 e n-9 e é rico principalmente em PUFAs n-6, seguido de MUFAs (n-9). Apresenta 

uma quantidade considerável de n-3 e baixa quantidade de DHA. 

Os dados estão representados na tabela 3. 
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Tabela 3 ‒ Composição percentual da banha e óleos vegetais comerciais utilizados neste estudo, Ri-
beirão Preto, 2023. 
 

SFAs BANHA CANOLA SOJA 
C4:0 0,135 0,111 0,116 
C6:0 0,006 0,008 0,013 
C8:0 ND 0,002 0,001 
C10:0 0,068 0,015 0,000 
C11:0 0,021 0,013 0,002 
C12:0 0,089 0,020 0,007 
C13:0 0,000 0,009 0,009 
C14:0 1,418 0,074 0,006 
C15:0 0,060 0,018 0,036 
C16:0 23,860 4,502 0,008 
C17:0 0,336 0,086 0,080 
C18:0 10,886 2,290 0,357 
∑SFA 36,878 7,148 0,636 

MUFAs    
C16:1 1,962 0,293 11,565 

C18:1n9c 36,924 60,007 23,153 
C20:1n9 0,027 1,049 0,117 
C22:1n9 0,024 0,028 0,028 
∑MUFAs 38,938 61,377 34,863 
PUFAs    

C18:2n6c 20,688 19,729 57,519 
C18:3n6 0,055 0,826 0,000 
C18:3n3 1,042 8,018 5,199 
C20:2 0,117 0,041 0,035 

C20:3n6 0,137 0,016 0,024 
C20:3n3 0,997 1,111 0,596 
C20:4n6 0,070 0,051 0,012 
C20:5n3 0,016 0,332 0,422 
C22:2 0,017 0,000 0,000 

C22:6n-3 0,100 0,035 0,010 
∑PUFAs 23,241 30,159 63,818 

n-6 20,951 20,622 57,555 
n-3 3,197 9,511 6,252 

Razão n-6/n-3 6,553 2,168 9,205 
Razão SFAs/PUFAs 1,59 0,24 0,01 

 
Perfil de ácidos graxos das dietas experimentais. SFAs: ácidos graxos saturados MUFAs: ácidos gra-
xos monoinsaturados; PUFAs: ácidos graxos poli-insaturados; n-3: ácidos graxos ômega-3; n-6: áci-
dos graxos ômega-6; ND: não determinado. 
 
Fonte: Próprio autor 
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4.2 Índice de peroxibilidade da banha de porco e dos respectivos óleos vegetais 
comerciais utilizados nas dietas experimentais  

 

O índice de peroxibilidade (IP) dos óleos vegetais, da gordura animal e das 

respectivas dietas experimentais utilizadas são apresentados nas tabelas 4 e 5. 
O cálculo do IP é realizado de acordo com o grau de instaurações dos ácidos 

graxos. O óleo de soja é rico em PUFAs, especialmente n-6, o que contribui para o 

elevado IP (101,6). O óleo de canola é composto por elevado percentual de PUFAs, 

rico em ALA, EPA e DHA, o que contribuiu para o elevado IP encontrado (94,7). A 

gordura animal apresentou baixo IP (64,5), provavelmente por apresentar elevado per-

centual de SFA. O índice de peroxibilidade (IP) das dietas apresenta uma maior con-

centração no óleo de soja e óleo de canola e menor concentração na banha de porco. 

 
Tabela 4 ‒ Índice de peroxibilidade (IP) dos óleos e da gordura utilizados nas dietas experimentais 
 
 Banha de porco Óleo de canola Óleo de Soja 

IP         64,5        94,7      101,6 
Índice de peroxibilidade (IP) da gordura animal sem tratamento térmico.  
IP = (% monoenóicos x 0,025) + (% dienóicos x 1) + (% trienóicos x 2) + (% tetraenóicos x 4) + 
(pentaenóicos x 6) + (hexaenóico x 8) 

 
Tabela 5 ‒ Índice de peroxibilidade (IP) das dietas experimentais 
 

 HLF HLF/CN CT/S 

IP  64,5    79,6    83 
Índice de peroxibilidade (IP) da gordura animal sem tratamento térmico.  
IP = (% monoenóicos x 0,025) + (% dienóicos x 1) + (% trienóicos x 2) + (% tetraenóicos x 4) + 
(pentaenóicos x 6) + (hexaenóico x 8) 

 
Fonte: Próprio autor.  

 

4.3 Peso dos animais 

O peso dos animais (g) foi aferido três vezes por semana durante as 16 se-

manas experimentais (Figura 3). Os grupos apresentaram diferenças significativas 

quando comparadas as médias de peso semanais (p<0,0001). Em relação ao peso 

inicial, os animais apresentaram diferença significativa (p<0,0001) sendo que os gru-

pos controle (CT), hiperlipídica com frutose (HLF) e hiperlipídica com frutose e ca-

nola (HLF/CN) iniciaram o experimento com peso maior do que todos os grupos ex-

perimentais suplementados com RVS: CTCN/RVS, HLF/RVS e HLF/CN/RVS. Ao 
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longo do experimento, o grupo HLF apresentou peso significativamente maior 

(p<0,0001) do que os grupos-controle CTS e CTCN/RVS e do que os grupos tratados 

com dieta hiperlipídica e frutose HLF/CN, HLF/RVS e HLF/CN/RVS. O grupo 

CTCN/RVS apresentou menor de peso do que os grupos HLF/CN e HLF/RVS 2 g. 

Os animais tratados com óleo de canola e com RSV, bem como a associação de 

ambos, mantiveram ganho de peso gradual e homogêneo, que foi similar ao dos 

grupos CTS e HLF. Este último apresentou aumento de peso significativo em relação 

aos demais grupos, enquanto o grupo CTCN/RVS apresentou menor peso ao longo 

das semanas experimentais. O cálculo do ganho de peso (Δ) também evidencia 

maior ganho de peso do grupo HLF do que os grupos experimentais e menor ganho 

de peso no CTS e CTCN/RSV (Tabela 6).  
 

Figura 3 ‒ Evolução do peso semanal dos animais ao longo das 16 semanas experimentais 
 

 
 
Evolução semanal do peso dos animais (g). ***p<0,0001 indica diferença significativa entre os 
grupos. CT SOJA – grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de 
banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e  com resveratrol; 
HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % 
de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: 
Adaptação à dieta HL+1:1. Semana 2: Adaptação à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com 
óleos e resveratrol.  
 
Fonte: Próprio autor 
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Figura 4 ‒ Peso final dos animais ao final do experimento (g) 
 

 
 
Peso final dos animais (g). *** indicam diferença significativa entre os grupos (p<0,001). CT SOJA – 
grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de 
canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e  com resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperli-
pídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de 
canola + 2 g de Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: Adaptação à dieta HL+1:1. 
Semana 2: Adaptação à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com óleos e resveratrol. 
 
Fonte: Próprio autor.  

 

4.4 Ingestão alimentar, ingestão energética e taxa de eficiência da dieta  

 

Na tabela 6 estão apresentados os dados de média ± desvio padrão da média 

da ingestão alimentar semanal (g), ingestão energética (kcal/dia), taxa de eficiência 

da dieta (TED) e consumo de RVS dos animais durante o experimento, obtidos por 

uma média de 3 dias de consumo, média de ingestão do resveratrol em mg/dia consi-

derando o peso final dos animais. Os animais passaram por adaptações da dieta de 

1:1 e 2:1 da dieta regular do biotério (controle) para as respectivas dietas experimen-

tais. Nas duas primeiras semanas de adaptação os houve diferença significativa 

(p<0,0001) entre a ingestão do grupo CT (4,92 ± 0,2) e dos grupos experimentais 

CTCN/RVS (2,97 ± 0,2), HLF/RVS (3,1 ± 0,62) e HLF/CN/RVS (2,99 ± 0,2), na qual o 

CT apresentou uma ingestão maior do que os grupos que receberam a dieta com 

RSV. Na quarta semana experimental o grupo HLF/CN/RVS (2,87 ± 0,5) apresentou 

menor ingestão alimentar do que os demais grupos CT (3,98 ±4,8), HLF/CN (3,87 ± 

4,6) e HLF/CN/RVS (3,73 ± 4,9). Entre a 5ª e a 11ª semanas, o grupo CT (4,5 ± 0,4) 

apresentou maior ingestão alimentar do que os demais grupos HLF (2,37 ± 0,2), 

HLF/CN (2,5 ± 0,23), CTCN/RVS (2,99 ± 0,18), HLF/RVS 2,43 ± 0,22) e HLF/CN/RVS 
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(3,08 ± 0,48), enquanto o grupo HLF apresentou menor ingestão do que os grupos 

CTCN/RVS e HLF/CN/RVS. A partir da 11ª semana, até o final do experimento, os 

animais do grupo CT (3,9 ± 0,25) e CTCN/RVS (2,3 ± 0,21) apresentaram maior in-

gestão do que os demais grupos:HLF, HLF/CN, HLF/RVS e HLF/CN/RVS. Em re-

sumo, houve variações significativas na ingestão alimentar ao longo de todo experi-

mento, sendo que o grupo CT e CTCN/RSV apresentaram maior ingestão alimentar, 

enquanto o grupo HLF e associações apresentaram menor ingestão alimentar.  

Os resultados estão representados no apêndice A.  
Figura 5 ‒ Ingestão alimentar ao longo das semanais 
 

 
Ingestão alimentar ao longo das 16 semanas. ***p<0,0001 indica diferença significativa entre os gru-
pos. CT SOJA – grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 
25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; HLF/RVS 2 
g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 
% de óleo de canola + 2 g de Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: Adaptação à dieta 
HL+1:1. Semana 2: Adaptação à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com óleos e resveratrol.  
 
Fonte: Próprio autor.  

 

Os dados de ingestão alimentar (g/semana) relacionam-se positivamente com 

os dados de ingestão energética (kcal/dia). As dietas experimentais com os respecti-

vos óleos e RSV utilizados eram hipercalóricas quando comparadas com o grupo con-

trole que recebeu AIN-93 para crescimento. 
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Em relação à ingestão energética (kcal/dia), não houve diferenças significativas 

entre grupos experimentais. A TED, que expressa a eficiência da dieta em propiciar 

ganho de peso, apresentou diferença significativa entre o grupo CT, com menor TED 

do que os grupos suplementados com RSV. O grupo HLF/RVS apresentou maior TED 

do que todos os grupos experimentais, A ingestão média de RVS, considerando o 

peso final dos animais, variou significativamente. Devido a maior ingestão diária, os 

grupos CT e CTCN/RVS apresentaram maior consumo de RSV/dia do que os grupos 

com dietas hiperlipídicas. 

 
Tabela 6 ‒ Peso inicial, peso final, ganho de peso, ingestão alimentar, ingestão energética, consumo 
diário resveratrol 
 

 CTS                  HLF HLF/CN CT/RVS HLF/RVS HLF/CN/RVS 
Peso inicial 

(g) 21,8±1,5 20,8±1,5 21,1±1,0 18,9±1,3 18,6±1,3 18,6±1,3 

Peso final 
(g) 30,3±0,9 39,5±5,9* 31,5±4,5#** 26,6±2,3# 32,5±4,2#** 31,3±2,3#** 

∆ ganho de 
peso(g) 8,5±1,5 18,5±4,8* 8,8 ±4,2# 7,3±1,9# 13,2±3,0# 13,8±2,2** 

Ingestão di-
ária (g/dia) 3,9±0,11 3,1±0,3*** 3,0±0,3* 3,7±0,2## 3,1±0,35* 3,6±0,3# 

TED 0,008± 0,01 0,02±0,01 0,02±0,0## 0,10±0,06*## 0,21±0,11*#$ 0,10±0,08*## 

Consumo 
diário RSV 
(mg/kg/dia) 

0 0 0 281±22,4# 200±37,4*#** 232±29,4# 

 
MÉDIA ± DESVIO PADRÃO * P<0,05 em relação ao CTS; # p<0,05 relação ao HLF; $ p<0,05 relação 
ao HLF/CN; ** p<0,05 relação ao CT/RVS; ## ##p<0,05 relação ao HLF/RVS e ###p<0,05 relação ao 
HLF/CN/RVS indicam diferença significativa entre os grupos (P<0,001). CT SOJA – grupo Controle; 
HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 
2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com 
Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de 
Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: Adaptação à dieta HL+1:1. Semana 2: Adapta-
ção à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com óleos e resveratrol.  
 
Fonte: Próprio autor. 

 
4.5 Peso dos tecidos hepático, adiposo epididimal e retroperitonial e suas ra-
zões em relação ao peso corporal 

 
 Após a eutanásia, o fígado e os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal 

foram retirados e pesados, e os respectivos valores encontram-se descritos na (tabela 
7.). 

O peso do fígado não diferiu entre os grupos. O tecido adiposo epididimal 

(TAE), foi significativamente maior no grupo HLF do que os nos grupos CTS, CT/RVS 
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e HLF/CN/RVS (p<0,0001). Do mesmo modo, o tecido adiposo retroperitoneal (TAR) 

no grupo HLF foi significativamente maior quando comparado a todos os demais gru-

pos experimentais (p<0,0001). O TAR dos animais do grupo CTCN/RVS foi menor do 

que o dos grupos HLF/CN, HLF/RVS e HLF/CN/RVS. A soma dos tecidos adiposos 

(epididimal e retroperitonial) no grupo no HLF foi significativamente maior do que nos 

grupos CTS, CTCN/RVS e HLF/CN/RVS. O grupo CTCN/RVS apresentou a menor 

somatória dos tecidos adiposos entre os grupos.  

A razão entre o peso hepático e o peso corporal (peso hepático / peso corpo-

ral*100), ou coeficiente hepático, variou significativamente entre os grupos experimen-

tais (p<0,0001). O coeficiente hepático foi maior no grupo CTCN/RVS do que no CT/S. 

Ainda, o grupo HLF apresentou menor coeficiente hepático quando comparado aos 

grupos CT/RVS, HLF/RVS e HLF/CN/RVS.  

O coeficiente do tecido adiposo epididimal (peso TAE / peso corporal*100) 

apresentou diferença significativa entre os grupos (p<0,0001), sendo o maior no grupo 

HLF do que nos grupos CTS, CTCN/RSV e HLF/CN/RVS (p<0,001). Do mesmo modo, 

o coeficiente do tecido adiposo retroperitoneal (peso TAR / peso corporal*100) variou 

siganificativamente entre os grupos (p<0,0001), sendo maior no grupo HLF do que 

nos grupos CTS, CTCN/RSV e HLF/CN/RVS. O coeficiente da soma dos tecidos adi-

posos (soma dos tecidos adiposos / peso corporal*100), também foi significativamente 

maior no grupo HLF do que nos demais grupos CTS, CTCN/RVS, HLF/RVS e 

HLF/CN/RVS. 
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Tabela 7 ‒ Peso hepático, peso tecido adiposo epididimal e retroperitonial, somatória e razões em re-
lação ao peso corporal (g) 
 

 CTS               HLF HLF/CN CT/RVS HLF/RVS HLF/CN/RVS 
Fígado 

(g) 0,88±0,31 1,16±0,31 0,98±0,08 1,13±0,13 1,15±0,13 1,13±0,13 

 
Coefici-

ente hepá-
tico (%) 

2,90±0,99 2,90±0,49 3,17±0,56 4,30±0,27* 3,70±0,58 3,0±0,35 

Tecido 
adiposo 

epididimal 
(g) 

0,58±0,08# 2,16±0,53 1,24±0,32 0,58±0,08# 1,33±0,73 0,95±0,65# 

Coefici-
ente TAE 

(%) 
2,08±0,28# 6,16±2,58 3,81±0,98 2,08±0,28 4,33±2,10 3,16±1,89# 

Tecido 
adiposo 

Retroperi-
otinial (g) 

0,27±0,10 0,80±0,17* 0,51±0,18# 0,08±0,05# 0,49±0,30#** 0,37±0,28#** 

Coefici-
ente TAR 

(%) 
0,91±0,28 2,25±0,75* 1,45±0,52 0,25±0,45#$ 1,58±0,99** 1,08±0,99# 

Soma 
Tec. Adi-
posos (g) 

0,85±0,88 3,01±0,70* 1,75±0,60** 0,67±0,09# 1,93±1,06** 1,33±0,91# 

Coefici-
ente soma 
dos teci-
dos (%) 

2,83±0,81 7,59±1,23* 5,68±1,75 2,5±0,30# 6,10±3,44#** 4,32±2,95# 

 
MÉDIA ± DESVIO PADRÃO * P<0,05 em relação ao CTS; # p<0,05 relação ao HLF; $ p<0,05 relação 
ao HLF/CN; ** p<0,05 relação ao CT/RVS; ## ##p<0,05 relação ao HLF/RVS e ###p<0,05 relação 
ao HLF/CN/RVS indicam diferença significativa entre os grupos (P<0,001). CT SOJA – grupo Controle; 
HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 
2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com 
Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de 
Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: Adaptação à dieta HL+1:1. Semana 2: Adapta-
ção à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com óleos e resveratrol. 
 
Fonte: Próprio autor. 
 
4.5 Parâmetros inflamatórios e hormonais 

 
As concentrações médias das adipocinas nos grupos experimentais estão re-

presentadas na figura 6. Não houve diferenças significativas entre as médias dos 

grupos experimentais de IL-6, TNF- alfa, PAI-1 e leptina. A concentração média de 

MCP-1 foi significativamente maior no grupo HLF/RVS do que no HLF/CN/RVS 

(p<0,05). 
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O aumento de MCP-1 pode estar associado a um aumento de macrófagos in-

filtrados e consequentemente a um maior quadro inflamatório neste grupo, o que pode 

ser reduzido no grupo HLF/CN/RVS.  
 

Figura 6 ‒ Parâmetros Inflamatórios e hormonais 
 

 
 
Parâmetros hormonais e inflamatórios. P<0,001 *** indicam diferença significativa entre os grupos 
(P<0,001). CT SOJA – grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de 
banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; 
HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de 
banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol. Início: IL-6: Interleucina 6. MCP-1: monocyte 
chemoattractant protein-1; inibidor do ativador de plasminogênio tipo 1; TNF- alfa: fator de necrose 
tumoral.  
 
Fonte: Próprio autor. 

 

4.6 Parâmetros antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo 

 

A peroxidação lipídica foi analisada por meio do MDA presente no tecido hepático 

e por meio do FOX, que se baseia na oxidação de fe2+ (íon ferroso) em Fe3+ (íon férrico). 

As análises de MDA hepático demostraram que a peroxidação lipídica variou 

significativamente entre os grupos experimentais (p<0,001, Figura 7). Os grupos que 

foram suplementados com RSV (CTCN/RSV e HLF/CN/RVS) apresentaram menor 

peroxidação lipídica do que os grupo CTS, HLF, e HLF/CN, sugerindo que o RSV 

exerce efeito inibidor da peroxidação lipídica. Já o grupo apresentou maior peroxida-

ção lipídica quando comparado aos grupos suplementados com RSV. Estes dados 

corroboram com os resultados provenientes das análises de FOX, que demostraram 
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maior peroxidação lipídica nos grupos CT e HLF do que nos grupos suplementados 

com RSV (CT/RVS, HLF/RVS e HLF/CN/RVS) (p<0,0001, Figura 7). 

As quantificações de GSH demostraram diferença significativas entre os grupos 

suplementados com RVS (p<0,0001). O grupo HLF/RVS apresentou menor concentra-

ção de GSH do que os grupos associados ao óleo de canola: CTCN/RVS e HLF/CN/RVS 

(Figura 7), o que sugere um papel da CN no estado redox do tecido hepático dos animais.  

A dosagem hepática de vitamina E demostrou maior concentração no grupo 

HLF/CN do que no HLF/RVS, assim como no grupo HLF/CN/RVS do que nos grupos 

CTCN/RVS e HLF/CN. 

 
Tabela 8 ‒ Valores hepáticos de MDA, GSH, FOX e Vitamina E nos diferentes grupos experimentais 
 

 CTS HLF HLF/CN CTCN/RVS  HLF/RVS  HLF/CN/RVS  
MDA (mmol/ g 

PTN) 0,61±0,10 0,66±0,29 0,51±0,07 0,20±0,03 0,19±0,06 0,23±0,18 

GSH (mmol/ g 
PTN) 0,91±0,17 0,96±0,39 1,01±0,18 1,6±0,61 0,94±0,48 1,5±0,56 

FOX (µmol/g 
PTN) 379±83,2 430±100,8 75,9±9,26 48,7±38,6 72,8±51,9 75,3±82,8 

Vitamina E 
(nmoles/g T) 68,1±31,6 88,0±31,2 95,2±40,2 64,2±54,07 43,7±13,6 123±58,4 

 
MÉDIA ± DESVIO PADRÃO. * p<0,05 em relação ao CTS; # p<0,05 relação ao HLF; $ p<0,05 rela-
ção ao HLF/CN; ** p<0,05 relação ao CT/RVS; ## ##p<0,05 relação ao HLF/RVS e ###p<0,05 rela-
ção ao HLF/CN/RVS indicam diferença significativa entre os grupos (P<0,001). CT SOJA – grupo Con-
trole; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola; 
CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica 
(50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola 
+ 2 g de Resveratrol.  Início: Adaptação: 2 semanas. Semana 1: Adaptação à dieta HL+1:1. Semana 2: 
Adaptação à dieta HL+2:1. Semana 3: Tratamento à dieta com óleos e resveratrol.  
 
Fonte: Próprio autor 
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Figura 7 ‒ MDA, FOX, GSH, Vitamina E nos diferentes grupos experimentais 
 

 
 
Parâmetros hormonais e inflamatórios. p<0,001 *** indicam diferença significativa entre os grupos 
(P<0,001). CT SOJA – grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % 
de banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com resve-
ratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 
25 % de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol.  Início: IL-6: Interleucina 6. MCP-1:  
monocyte chemoattractant protein-1; inibidor do ativador de plasminogênio tipo 1; TNF- alfa: fator 
de necrose tumoral 
 
Fonte: Próprio autor. 

 

4.7 Gordura hepática total, triglicerídeos e colesterol hepáticos 

 

As análises de gordura hepática total demostraram maior acúmulo de gordura no 

fígado dos animais do grupo HLF do que em todos os demais grupos experimentais 

(p<0,0001). Este achado sugere que os tratamentos com CN, RSV ou ambos preveniram 

o acúmulo de gordura hepática. Ainda, o grupo HLF/RVS apresentou maior gordura he-

pática do que o HLF/CN/RVS (p<0,01), demostrando um efeito protetor aditivo da CN.  

As análises de colesterol total (CT) demostraram que o grupo CT apresentou me-

nor CT quando comparado aos grupos HLF e HLF/RVS (p<0,001). Ainda, o grupo 
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HLF/RVS apresentou maior acúmulo hepático de CT do que os grupos CT/RVS, HLF/CN 

e HLF/CN/RVS. O grupo CTS também apresentou menor acúmulo hepático de triacilgli-

ceróis (TGs) do que os grupos HLF e HLF/CN. Os grupos HLF e HLF/CN apresentaram 

maior acúmulo hepático de TGs do que os grupos suplementados com RVS.  

Os resultados supracitados estão representados na Figura 8 abaixo.  

 
Figura 8 ‒ Gordura hepática total, triacilgliceróis, colesterol total 
 

 
 

 
 
Figura 8. Gordura hepática total, triacilgliceróis, colesterol total. P<0,001 *** indicam diferença 
significativa entre os grupos (P<0,001). CT SOJA – grupo Controle; HLF – grupo Hiperlipídica + frutose; 
HLF/CN- Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de 
canola e com resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo 
HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol.  Início: IL-6: 
Interleucina 6. MCP-1:  monocyte chemoattractant protein-1; inibidor do ativador de plasminogênio tipo 
1; TNF- alfa: fator de necrose tumoral. 
 
Fonte: 

 

4.9 Analise histopatológicas 
 



48 

 

Os fígados foram corados com eosina e hematoxilina para a avaliação de estea-

tose hepática. A figura 9 apresenta as microfotografias demostrando os aspectos his-

tológicos do tecido hepático dos animais experimentais. Observou-se diferença signi-

ficativa entre o acúmulo de gotículas lipídicas entre os grupos experimentais 

(p<0,0001), de forma que o mesmo foi maior no grupo HLF do que nos grupos CTS, 

HLF/CN e CTCN/RVS e, por outro lado, o mesmo foi menor no grupo CTS do que nos 

grupos HLF/RVS (p<0,0001) e HLF/CN/RVS (p<0,01). Ainda, observou-se menor acú-

mulo no grupo CTS/RVS do que nos suplementados com resveratrol: HLF/RVS e 

HLF/CN/RVS. O escore de esteatose foi maior no HLF/RVS do que nos grupos CTS, 

HLF e CTCN/RVS.  

 
Figura 9 ‒ Características histológicas do tecido hepático dos animais experimentais 
 

 
Microfotografias mostrando aspectos histológicos de tecido hepático de animais do grupo Controle soja 
- CTS (A); Hiperlipídica + frutose- HLF (B); grupo Hiperlipídica 25 % banha e 25 % canola – HLF/CN 
(C); Controle com resveratrol – CT/RVS (D); Hiperlipídica 25 % com banha e 25 % com óleo de canola 
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e Resveratrol - HLF/RVS (E); Hiperlipídica com 25% de banha e 25% de canola + resveratrol – 
HLF/CN/RVS (F); e 10x – aumento original de 10x – aumento original de 40x. 
 

 
 
Figura 9. Gotícula lipídica e score de esteatose. P<0,001 *** Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 
25 % de banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com 
resveratrol; HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g 
Grupo 25 % de banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol.   
 
Fonte: Próprio autor 
 
4.10 Análise da expressão gênica relativa 

 

 Os resultados das análises de expressão gênica estão descritos nas tabelas 

apresentadas no APÊNDICE 1 e sumarizados na Figura 10. Os mesmos não demos-

traram diferenças significativas das medianas de expressão dos genes a Sirt-1 e 

Prkaa-1 entre os grupos experimentais. Já a expressão hepática do gene Srebf1 vari-

aram significativamente entre os grupos (p<0,05). A mesma foi maior nos grupos CTS 

e HLF/RVS do que no CTCN/RVS. O gene Nr1h3, codificador do LXR-a, foi significa-

tivamente menos expresso no grupo HLF/RVS do que no HLF/CN/RVS (p<0,05). 

 

F 
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Figura 10 ‒ Genes envolvidos com metabolismo lipídico 
 

 
 
Figura 10. Genes metabolismo lipídio. P<0,001 *** Hiperlipídica + frutose; HLF/CN- Grupo 25 % de 
banha + 25 % de óleo de canola; CT/RVS 2 g grupo controle com óleo de canola e com resveratrol; 
HLF/RVS 2 g grupo Hiperlipídica (50%) com Resveratrol 2 g e grupo HLF/CN/RVS 2 g Grupo 25 % de 
banha + 25 % de óleo de canola + 2 g de Resveratrol. SIRT 1: Sirtuina 1:  SREBP: Sterol regulatory 
element-binding protein; Nr1h3: Lxr;Mlxpl=ChREBP: carbohydrate-responsive element-binding pro-
tein; 
 
Fonte: Próprio autor 
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DISCUSSÃO 
A EHNA vem sendo estudada e protocolos relacionados ao tratamento e pre-

venção da doença ainda não estão estabelecidos. Até o presente, diretrizes nacionais 

e internacionais incluem como protocolos de tratamento alterações no estilo de vida, 

farmacoterapia e tratamento cirúrgico.  

Os extratos ricos em polifenóis, ou monômeros polifenólicos isolados de dietas, 

vêm recebendo grande atenção devido a suas várias propriedades biológicas, como 

melhora do metabolismo, inibição de processos inflamatório e estresse oxidativo e 

melhora do quadro de resistência insulínica (Yang et al., 2022).   

Os resultados encontrados no presente estudo referentes ao c perfil de ácidos 

graxos presentes nos óleos utilizados e dietas utilizados são compatíveis com os 

achados na literatura científica. A banha de porco apresenta composição rica em ácido 

oleico (n-9), principal representante dos MUFAs. Ainda, tem alto teor de SFAs, princi-

palmente o esteárico, o mirístico e o palmítico e, por fim, é rica em PUFAs, especial-

mente ômega-6 (n-6). A comparação entre os óleos de canola e soja demostrou que 

o óleo de soja possui maior quantidade de PUFAs, sendo o mais abundante o n-6, 

seguido dos MUFAs, especialmente o n-9 (23,15%). O óleo de canola possui maior 

quantidade de MUFAs, sendo o n-9 o mais abundante, seguido de n-3, principalmente 

em EPA e DHA. A composição do óleo de soja é semelhante ao estudo de Siddiqui et 

al. (2016), enquanto que a composição do óleo de canola é semelhante ao trabalho 

de Lin et al (2013). Dados comparativos entre a composição centesimal do óleo de 

soja e óleo de canola são representados por Costa et al. 2015. 

A razão n-6/n-3 é diferente nos óleos utilizados, sendo a do de soja 9,2 e a do 

de canola 2,5, seguido da de banha de porco igual a 6,55. O índice de peroxidação 

dos óleos foi maior no óleo de soja, seguido pelo de canola e pela banha de porco, 

apresentado de acordo com o número de ligações insaturadas.  

Os dados encontrados neste estudo demonstram que a razão n-6/n-3 não in-

fluenciou nos mecanismos de esteatose hepática. Siddiqui et al., (2015) apresentou 

dados parecidos em um estudo comparativo com diferentes formulações lipídicas e 

que demonstra que a relação n-3/n-6 não apresenta relação com a esteatose hepá-

tica, porém demonstra que essas formulações têm quantidade similares de razão PU-

FAs/SFAs. O mesmo pode ser observado em um estudo por KAJIKAWA et al. (2009), 

o qual demonstra que a relação n-6/n-3 não influencia na EHNA. 
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As dietas ofertadas aos grupos CTS e CTCN foram isolocalóricas, enquanto 

que as demais foram hipercalóricas. O ganho de peso diferente dos animais era es-

perado. O grupo HLF apresentou aumento de peso crescente e maior ao longo das 

16 semanas experimentais do os grupos controles. O grupo CTCN/RSV apresentou, 

conforme esperado, menor ganho de peso em relação aos demais de acordo com os 

estudos apresentados. Os grupos com dietas HLF com modulação de CN, CN/RSV 

(HLF/CN; HLF/RVS; HLF/CN/RVS) obtiveram ganho de peso menor do que o HLF, o 

que demonstra que a modulação da dieta foi efetiva na evolução do ganho de peso 

dos animais. Estudo similar recente corrobora com nossos dados, no qual camundon-

gos C57/BL6 alimentados por 8 semanas com dieta hiperlipídica receberam 50 mg/kg 

de RSV e outro grupo recebeu alta dose de RSV com 100 mg/kg. Os animais suple-

mentados apesentaram menor peso do que os não-suplementados, demostrando que 

ambas as concentrações de RVS foram capazes de atenuar o ganho de peso (DU et 

al., 2021). Outro estudo semelhante utilizando diferentes óleos vegetais e dietas hi-

perlipídicas (Manca et al., 2023) demonstrou eficácia do óleo de canola para ganho 

de peso. Os animais tratados com os respectivos óleos, como óleo de soja e canola 

mantiveram um ganho de peso gradual e homogêneo similar aos controles. Tais da-

dos também foram evidenciados por Siddiqui et al., 2015 em um estudo comparativo 

com diferentes formulações lipídicas ricas em n-9, n-7 e n-3 em esteatose em camun-

dongos induzida por sacarose ou frutose.  

Houve variação no consumo alimentar dos grupos durante o estudo, mas, con-

forme esperado, os grupos CT e CTCN/RSV apresentaram maior consumo do que os 

grupos com HLF. A TED da dieta foi maior nos grupos suplementados com RVS, em 

especial no HLF/RVS, o que demonstra que a dieta não foi capaz prevenir o ganho de 

peso neste grupo experimental. Izquierdo et al., 2021 em seu estudo com suplemen-

tação de RSV (1 g/kg/dieta por 14 semanas) também demonstrou que a suplementa-

ção não foi eficaz na prevenção de ganho de peso. Não houve diferença entre a in-

gestão energética (kcal/dia) dos grupos estudados. Tendo em vista que o período ex-

perimental foi de 4 meses, o consumo alimentar e o crescimento dos animais refletem 

a boa adaptação dos animais às dietas ofertadas. Em relação ao consumo de RVS 

calculado por meio da média da ingestão diária, os grupos com dietas CTCN/RVS 

apresentou maior consumo, enquanto o grupo HLF consumiu uma menor quantidade 

em relação ao consumo diário.  
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Os pesos dos tecidos hepático, adiposos epididimal e retroperitoneal, bem 

como sua relação com peso corporal e soma dos tecidos adiposos foram estudados. 

O peso no fígado dos animais não demonstrou diferença significa entre os grupos 

experimentais. Dados similares foram encontramos no estudo Chih-Chun Chang e 

colaboradores 2020, no qual foi realizada intervenção com suplementação com RVS 

por gavagem oral (1 mg/kg/dia) e não houve diferenças significativas no peso do fí-

gado dos animais. Vários estudos em animais sugerem que ratos tratados com RVS 

com diferentes dosagens e tempos de administração mostram uma redução do peso 

e gordura hepática (Chih-Chun Chang et al., 2023). Em relação ao TAE, conforme 

esperado, o grupo HLF teve um aumento significativo em relação aos demais grupos 

experimentais. Ding e colaboradores (2018) em seu estudo com camundongos 

C57/BL6 alimentados com dieta hiperlipídica e com dois parâmetros de administração 

de RVS (200 mg e 400 mg) demostrou maior coeficiente de tecido adiposo abdominal 

e retroperitoneal no grupo HLF que nos demais, assim como nosso estudo. Contudo, 

o coeficiente do TAR não apresentou diferença entre os grupos que receberam RVS. 

Os achados do nosso estudo demostraram menor peso do tecido adiposo retroperito-

neal no grupo CTCN/RVS quando comparado aos grupos que receberam intervenção. 

O coeficiente do tecido adiposo epididimal foi maior no grupo HLF. Já o coeficiente do 

tecido adiposo retroperitoneal os grupos também apresentam diferenças significativas 

(p<0,0001) sendo HLF apresenta maior coeficiente de TAR em relação aos controles 

soja e RVS 2 e maior em relação HLF/CN/RVS. Já em relação a razão soma dos 

tecidos adiposos/ peso corporal o HLF apresentou um maior valor em relação ao CT 

soja sendo maior também em relação aos grupos CT/RVS 2 g, HLF/RVS 2 g e 

HLF/CN/RVS 2 g. O os polifenóis que são extraídos de plantas, como no caso do 

estudo o resveratrol pode demonstra que é eficaz na redução do peso do tecido adi-

poso por ativar a SIRT-1, inibindo a ativação de NF-κB e expressão de genes inflama-

tório (SPRINGER, M.; MOCO, S, 2019). 

 A esteatose hepática não alcoólica caracterizada pelo acúmulo de gordura no 

fígado e como consequência como não tratada pode evoluir para esteatopatite, evo-

luindo para cirrose e hepatocarcinoma. É caracterizada por aumento de espécies re-

ativas de oxigênio (ROS), redução de antioxidantes, aumento das citocinas pró-infla-

matórios. Alguns marcadores são utilizados para avaliação do acúmulo de gordura 

hepática como gordura hepática total, score de esteatose e gotícula de gordura (%) 
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bem como triacilgliceróis e colesterol hepáticos que no nosso estudo foram significa-

tivamente semelhantes os resultados, corroborando positivamente os dados. Em re-

lação a gordura hepática total, o HLF apresentou um aumento significativo conforme 

já era esperado. O HLF/RVS apresentou um maior valor em relação ao grupo com 

HLF/CN/RVS, que quando comparado aos grupos que receberão somente canola e 

somente resveratrol foi significativamente maior. Para gotícula de gordura (%) o grupo 

controle soja e CT/RVS apresentaram um menor percentual quando comparado ao 

HLF e HLF/RVS. Os grupos tratados apresentaram uma menor porcentagem em re-

lação ao HLF, exceto HLF/RVS 2 g. Os dados corroboram com o escore de esteatose 

em CT e CT/RVS apresenta um menor score em relação ao HLF/RVS. O grupo 

HLF/CN/RVS apresentou um melhor estágio preventivo de acúmulo de gordura hepá-

tica o que difere do grupo que recebeu apenas RVS na qual apresentou um maior 

score de esteatose e maior acúmulo de gotícula de gordura. Juan-Fen Mo e colabo-

radores em seu estudo com dieta hiperlipídica após 10 semanas com adição de res-

veratrol (100 mg/kg/dia) até a 14 semana de intervenção, o RVS protegeu contra o 

acúmulo excessivo de gordura hepática e melhorou perfil sérico de lipídeos (Juan-Fen 

Mo et al 2018). Chang e colaboradores 2020 em seu estudo com modelo animal com 

uma dosagem de 1 mg/kg/dia em dieta HFD não verificou redução do peso hepático 

e de gordura através da análise histológica. Manca e colaboradores demonstrou uma 

intervenção de 16 semanas com diferentes óleos vegetais comerciais e entre eles um 

grupo com mesma concentração do presente estudo, que demonstrou uma melhora 

no acúmulo do perfil lipídico com redução significativa através da análise histológica 

(Manca et al., 2023). A suplementação com n-3 reduz o conteúdo de lipídeos, com 

aumento da resposta inflamatória e antioxidante além de melhorar a sensibilidade à 

insulina (BELLANTI et al., 2017). Os ácidos graxos poli-insaturados inibem a lipogê-

nese de novo, modulando assim a inflamação, estresse oxidativo, reações imunes, 

estresse do retículo endoplasmático, apoptose e necrose. Contudo os ácidos graxos 

que se acumulam nos hepatócitos durante o desenvolvimento da esteatose modulam 

o desenvolvimento e a progressão de NAFLD para NASH/cirrose (SIDDIQUI et al, 

2015). 

O RVS isolado no presente estudo não foi eficaz na prevenção da NAFLD, po-

rém quando associado ao óleo de canola se mostrou eficaz. O metabolismo do resve-

ratrol tem sido amplamente estudado em diversos modelos e estratégias experimen-

tais que vão depender da dosagem, tempo de estudo e modelo utilizado. Uma vez que 
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o RVS entra no trato gastrointestinal ele sofre uma extensa biotransformação, sendo 

fornecida a diversos órgãos modificando sua biodisponibilidade e atividade. O mesmo 

possui baixa solubilidade em água, meia vida curta, metabolismo rápido e baixa taxa 

de absorção intestinal limitando sua absorção, que é um dos fatores que podem redu-

zir a sua eficácia. Estudos tem demonstrado que uma refeição rica em gorduras é 

capaz de inibir a absorção do resveratrol. Na última década tem sido estudado o en-

capsulamento do RVS como método para melhoria da biodisponibilidade, aumento a 

solubilidade e ganhando estabilização. O encapsulamento é formado por membrana 

lipídica. Estudos farmacocinéticos mostram que abordagem pode ser utilizada para 

proteger o RVS de degradação e controlar sua liberação (TEJADA et al., 2021).  

Grande parte dos estudos recentes trazem o uso de resveratrol por gavagem, são 

poucos os estudos que trazem o RVS através da dieta.  

A respeito do colesterol e dos triacilgliceróis hepáticos, houve aumento no 

grupo HLF quando comparado aos grupos tratados. Em relação aos TGs também o 

HLF conforme esperado apresentou uma maior quantidade o que demonstra que os 

tratamentos com canola e canola/resveratrol foram eficazes na redução de TGs he-

páticos. O grupo HLF/CN apresentou um maior acúmulo quando comparado aos gru-

pos que receberam resveratrol. Andrade et al., 2014 demonstrou em seu estudo com 

modelo animal e recebendo 30 mg/kg/dia de resveratrol que o resveratrol foi eficaz na 

redução de CT e TGs. Em contraste aos ácidos graxos saturados, a alta ingestão de 

PUFAs tem demonstrado inibir o desenvolvimento da esteatose. Diferentemente dos 

carboidratos, os PUFAs ômega-3 e ômega-6 diminuem a lipogênese por meio da ini-

bição da SREBP1-C e de outros genes envolvidos na lipogênese. 

Contudo a qPCR revelou que a expressão gênica houve diferença significativa 

entre os grupos estudados, com maior expressão gênica do SREBP1C no CT, ou seja, 

o CT/RVS teve uma redução e uma superegulação no HLF/RVS. SREBP1 é um dos 

fatores de transcrição mais importantes por regular a lipogênese de novo no fígado, 

obtendo um papel importante na patogênese da NAFLD (GUANG-LI WANG et al., 

2009). SREBP e ChREBP são fatores transcricionais clássicos que regulam a lipogê-

nese de novo por iniciar a transcrição de enzimas envolvidas com a lipogênese de 

novo (TIAN HUAJIE et al., 2023). Ambos fatores transcricionais estão envolvidos com 

a regulação de enzimas como Acetil-COA carboxilase (ACC), Ácido graxo sintase 

(FAS). 
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Estudos recentes têm demonstrado que o resveratrol diminui o acúmulo de gor-

dura hepática por ativar a SIRT1 e outros demonstram que o RVS pode atenuar a 

deposição de gordura por inibir a expressão da SREBP1C através da via SIRT-FOX. 

Além disso, ativadores químicos da SIRT1 inibem SREBP1C correlacionando com re-

dução de níveis séricos de colesterol e lipídeos hepáticos (ANDRADRE et al, 2014). 

Contudo em nosso estudo, o HLF/RVS teve um aumento do fator de transcrição, au-

mentando a lipogênese de novo e consequente o acúmulo de gordura no fígado. Os 

dados as confirmados com gordura hepática total, % de gotícula lipídica, score de 

esteatose. O gene Nr1h3/LXr é considerado um sensor do metabolismo de colesterol 

e biossíntese de lipídeos. Com efeitos similiares a SIRT1, LXr é envolvido com dife-

rentes vias de sinalização celular por regular a produção de glicose, inflamação e li-

pogênese. Estudos recentes têm demonstrado que o RVS melhora a função hepática 

de ratos com NAFLD por aumentar a expressão de SIRT1, Fxr e LXr (Nour et al., 

2022). Em nosso estudo houve um aumento na expressão do LXr no grupo 

HLF/CN/RVS e uma redução no grupo HLF/RVS, os dados estão associados a outros 

achados como HLF/CN/RVS que obteve aumento, teve melhoras em parâmetros de 

gordura hepática, colesterol e triacilgliceróis hepáticos. Já para SIRT1 e PKaa1 não 

houveram diferenças significativas entre os grupos estudados. MCP-1 encontrou -se 

aumentado no HLF/RVS, enquanto outros hormônios e fatores inflamatórios não apre-

sentaram diferença significativa entre os grupos estudados. A obesidade e a resistên-

cia insulínica nos hepatócitos resultam na falha da supressão da lipólise, estresse nos 

adipócitos e recrutamento e infiltração por macrófagos no tecido adiposo, com conse-

quente liberação de citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα), interleucina- 6 (IL-6), quimioatrator de monócitos (MCP-1), resistina e plasmi-

nogênio (PAI-1) (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018). 

 Todos os fatores estudados contribuem para acúmulo de gordura hepática, a 

mesma pode trazer severas variações no fígado e alteração da morfologia dos hepa-

tócitos, que pode trazer alteração da função e estresse oxidativo devido ao aumento 

da beta oxidação mitocondrial, aumento de mediadores inflamatórios e ativação de 

células imunes. No presente estudo, o estresse oxidativo foi verificado através da 

MDA, produto final da peroxidação lipídica, FOX produto final da oxidação de ferro e 

os antioxidantes que foram analisados foram GSH e a-tocoferol. Logo, o acúmulo de 

gordura hepática pode levar à superprodução de radicais livre não contrabalanceada 

pelas defesas antioxidantes, levando ao quadro de estresse oxidativo observado na 
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progressão EHNA. Contudo, o estresse oxidativo em pacientes com NASH pode re-

sultar em comportamento pró-oxidativo com consequente formação de moléculas al-

tamente reativas incluindo produtos da peroxidação lipídica, incluindo produto final 

como o malonaldeído (MDA) (ARAB; ARRESE; TRAUNER, 2018; CHA; REPA, 2007; 

KAWANO; COHEN, 2013). 

Logo, o acúmulo de gordura hepática pode levar à superprodução de radicais 

livre não contrabalanceada pelas defesas antioxidantes, levando ao quadro de es-

tresse oxidativo observado na progressão EHNA. Contudo, o estresse oxidativo em 

pacientes com NASH pode resultar em comportamento pró-oxidativo com conse-

quente formação de moléculas altamente reativas incluindo produtos da peroxidação 

lipídica, incluindo produto final como o malonaldeído (MDA) (ARAB; ARRESE; TRAU-

NER, 2018; CHA; REPA, 2007; KAWANO; COHEN, 2013). No caso do presente es-

tudo os níveis de MDA e Fox foram menores nos grupos tratados, o que demonstra a 

alteração da dieta resultou em uma melhora expressiva nos parâmetros relacionados 

ao estresse oxidativo e como consequência houve um aumento nos parâmetros anti-

oxidantes, aumentando GSH e Vitamina E, sendo maior principalmente no grupo 

HLF/CN/RVS em relação ao CT/RVS. Cheng et al., 2019 em seu estudo ministrando 

uma dosagem de 100 mg/kd/dia oralmente para os camundongos C57/BL apresentou 

melhoras de parâmetros de MDA e consequente aumento de GSH. Os dados corro-

boram com os achados em nosso estudo.  
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6 CONCLUSÕES 
 Dessa forma, retomando o objetivo do estudo que foi avaliar o efeito da modu-

lação lipídica qualitativa e quantitativa da dieta, bem como de sua associação ao an-

tioxidante resveratrol, na preservação do parênquima hepático e na taxa de progres-

são da esteatose em modelo experimental de EHNA. Temos que o modelo misto de 

dieta hiperlipídica e rica em frutose administrada por um período de 16 semanas foi 

eficiente na indução de esteatose hepática não alcóolica e algumas características da 

síndrome metabólica. 

A modulação da dieta hiperlipídica e rica em frutose associada ou não ao anti-

oxidante como forma de prevenção ou reversão de esteatose hepática não alcóolica 

se mostrou eficiente. Como parâmetros gerais houve manutenção do peso corporal 

dos animais que receberam o óleo de canola isolado ou resveratrol isolado ou ainda 

em associação de óleo de canola com resveratrol. A ingestão alimentar sofreu varia-

ções ao longo do experimento com os grupos controles com maior consumo. O res-

veratrol teve uma variação de ingestão em mg/kg/dia devido as variações de consumo.  

O peso hepático não teve diferença entre os grupos, já o tecido adiposo epidi-

dimal (TAE) foi menor no grupo controle que recebeu resveratrol e também no grupo 

HLF/CN/RVS. Para o tecido adiposo retroperitonial os grupos tratados apresentaram 

um menor acúmulo e o HLF/CN/RVS também apresentou um menor acúmulo quando 

comparado ao CT/RVS. A soma dos tecidos foi menor nos grupos HLF/CN, 

HLF/CN/RVS.  

O acúmulo de gordura verificada através da histologia, gotícula de gordura e 

score de esteatose verificou que a intervenção com HLF teve um acúmulo de gordura 

e os grupos CTs apresentaram uma preservação do parênquima hepático. O 

HLF/RVS apresentou um amor acúmulo de gotícula de gordura e maior score de es-

teatose que pode estar relacionado com balonização e inflamação. Já o grupo com 

HLF/CN/RVS apresentou um menor score de esteatose, o que caracteriza que a as-

sociação do óleo de canola com resveratrol foi eficaz na prevenção do acúmulo de 

gordura hepática. Os dados são positivos quando relacionados com a expressão de 

genes envolvidos com metabolismo lipídico, com aumento da expressão do HLF/RVS 

de SREBPC1 que está relacionado com a lipogênese.  Em relação aos TGs hepáticos, 

o mesmo foi maior nos grupos HLF e houve um aumento dos TGs no grupo canola 
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em relação ao HLF/CN/RVS e os dados corroboram com aumento da expressão gê-

nica ChERB que está envolvido com a lipogênese de novo através de enzimas que 

envolvem o metabolismo lipídico.  

Os parâmetros relacionados a estresse oxidativo apresentaram uma melhora 

em todos os grupos tratados.  

Dessa forma, o uso de óleo de canola em associação com resveratrol parece 

ser uma alternativa interessante para prevenção/tratamento de esteatose em uma di-

eta rica estilo ocidental, visando ser uma alternativa de baixo custo e fácil aplicabili-

dade em pacientes com NAFLD, o que não ficou tão evidente em nosso estudo apenas 

com o canola e/ou resveratrol. Nosso estudo foi pioneiro na associação de óleo de 

canola com resveratrol, o que dificulta a comparação com outros estudos. Além de 

termos algumas limitações devido a ampla variedade de estudos com resveratrol in-

cluindo diferentes dosagens, tempo de administração. Os dados do estudo são inédi-

tos mostrando a eficácia da associação do óleo de canola com resveratrol na reversão 

do quadro esteatótico. 
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Estatística descritiva 

Actb -NR1H3 - LXRa 

  Controle HLF HLF/CN HLF/RVS 2 g CT/RVS 2 g HLF/CN/RVS 2 g 

Number of va-
lues 4 4 5 3 5 3 

              
Minimum 0,6795 1,456 0,8541 0,3421 0,6103 0,3421 

25% Percentile 0,7269 1,501 1,171 0,3421 0,9435 0,3421 
Median 1,01 1,771 1,775 0,7724 2,238 0,7724 

75% Percentile 1,332 2,038 3,202 1,726 3,816 1,726 
Maximum 1,392 2,081 4,265 1,726 4,798 1,726 

              
Mean 1,023 1,77 2,104 0,9469 2,351 0,9469 

Std. Deviation 0,3133 0,2788 1,296 0,7083 1,614 0,7083 
Std. Error of 

Mean 0,1566 0,1394 0,5797 0,4089 0,7217 0,4089 
              

Lower 95% CI 0,5244 1,326 0,4945 -0,8126 0,3475 -0,8126 
Upper 95% CI 1,521 2,213 3,714 2,706 4,355 2,706 

              
Mean ranks 8 15,75 16 7,5 16 7,5 

 

Actb -SIRT1 
  Controle HLF HLF/CN HLF/RVS 2 g CT/RVS 2 g HLF/CN/RVS 2 g 

Number of 
values 3 4 5 3 5 4 

              
Minimum 0,8497 0,7846 0,7658 0,4914 0,3737 0,366 
25% Per-

centile 0,8497 0,7965 0,8351 0,4914 0,586 0,4381 
Median 1 0,8908 1,068 0,8827 0,8151 0,7432 

75% Per-
centile 1,429 1,084 1,642 1,05 1,139 1,299 

Maximum 1,429 1,129 1,899 1,05 1,24 1,454 
              

Mean 1,093 0,9238 1,204 0,8079 0,8531 0,8266 
Std. Devia-

tion 0,3006 0,1533 0,4516 0,2866 0,3234 0,4602 
Std. Error 
of Mean 0,1736 0,07666 0,2019 0,1654 0,1446 0,2301 

              
Lower 
95% CI 0,3461 0,6798 0,6437 0,09608 0,4516 0,09424 
Upper 
95% CI 1,84 1,168 1,765 1,52 1,255 1,559 

              
Mean 
ranks 16 12 16,2 10,67 10,6 9,5 

 
APENDICE A 

 
 

Estatística descritiva 

Actb - SREBP1C 
  Controle HLF HLF/CN HLF/RVS 2 g CT/RVS 2 g HLF/CN/RVS 2 g 

Number of 
values 4 4 5 3 4 5 

              
Minimum 0,6071 0,3622 0,4897 0,7022 0,2466 0,4132 
25% Per-

centile 0,6722 0,4006 0,5147 0,7022 0,2514 0,5469 
Median 1,01 0,5382 0,7605 1,014 0,2812 0,9559 

75% Per-
centile 1,507 0,8068 0,7942 3,34 0,3787 1,361 

Maximum 1,625 0,8888 0,7983 3,34 0,4061 1,569 
              

Mean 1,063 0,5819 0,6756 1,686 0,3038 0,9543 
Std. Devia-

tion 0,4357 0,2216 0,1487 1,442 0,07124 0,443 
Std. Error 
of Mean 0,2178 0,1108 0,06649 0,8323 0,03562 0,1981 

              
Lower 
95% CI 0,3697 0,2293 0,491 -1,896 0,1904 0,4043 
Upper 
95% CI 1,756 0,9344 0,8602 5,267 0,4171 1,504 

              
Mean 
ranks 18,38 10 12,2 19,33 2,75 16,3 
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Actb - PPRa 

  Controle HLF HLF/CN HLF/RVS 2 
g 

CT/RVS 2 
g 

HLF/CN/RVS 2 
g 

Number of values 4 4 5 3 5 3 
              

Minimum 0,6795 1,456 0,8541 0,3421 0,6103 0,3421 
25% Percentile 0,7269 1,501 1,171 0,3421 0,9435 0,3421 

Median 1,01 1,771 1,775 0,7724 2,238 0,7724 
75% Percentile 1,332 2,038 3,202 1,726 3,816 1,726 

Maximum 1,392 2,081 4,265 1,726 4,798 1,726 
              

Mean 1,023 1,77 2,104 0,9469 2,351 0,9469 
Std. Deviation 0,3133 0,2788 1,296 0,7083 1,614 0,7083 

Std. Error of Mean 0,1566 0,1394 0,5797 0,4089 0,7217 0,4089 
              

Lower 95% CI 0,5244 1,326 0,4945 -0,8126 0,3475 -0,8126 
Upper 95% CI 1,521 2,213 3,714 2,706 4,355 2,706 

              
Mean ranks 8 15,75 16 7,5 16 7,5 

Estatística descritiva 

Actb - ChREBP 
  Controle HLF HLF/CN HLF/RVS 2 g CT/RVS 2 g HLF/CN/RVS 2 g 

Number of 
values 4 4 5 3 5 5 

              
Minimum 0,6529 1,133 1,464 0,2325 0,8123 0,9266 
25% Per-

centile 0,7081 1,266 1,618 0,2325 1,039 1,416 
Median 1,009 1,878 2,898 0,2643 1,275 2,868 

75% Per-
centile 1,178 2,17 3,705 0,5176 2,191 3,058 

Maximum 1,189 2,196 4,228 0,5176 2,928 3,238 
              

Mean 0,9651 1,771 2,709 0,3381 1,547 2,363 
Std. Devia-

tion 0,2505 0,4839 1,118 0,1563 0,8077 0,9431 
Std. Error 
of Mean 0,1253 0,242 0,4998 0,09023 0,3612 0,4218 

              
Lower 
95% CI 0,5664 1,001 1,321 -0,05011 0,5441 1,192 
Upper 
95% CI 1,364 2,541 4,096 0,7263 2,55 3,534 

              
Mean 
ranks 7,25 15 20,4 2 12,8 18 
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