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EPIGRAFE

“O importante é ndo parar de
questionar” (Albert Einstein).



RESUMO

Impacto do consumo excessivo de frutose e dieta hiperlipidica no metabolismo
lipidico, inflamag&o e desenvolvimento de esteatose hepética.

Introducéo: A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) caracteriza-se pelo
acumulo de triglicerideos (TG) nos hepatdcitos, destacando-se a elevada prevaléncia de
esteatose hepatica (NAFL). A NAFL é uma condi¢do clinica definida pelo acimulo de
acidos graxos (AG) no figado, obtidos pela ingestdo direta de gorduras e carboidratos
e/ou pela sintese de AG via ativacdo da lipogénese. A NAFL é desencadeada por um
conjunto de fatores, como o padrdo dietético, o estilo de vida e a genética. Dietas
hipercaldricas, caracterizadas pela presenca de gorduras saturadas e carboidratos
simples exercem importante papel no desenvolvimento da NAFL. Além disso, uma
dieta rica em carboidratos simples, destacando-se a frutose, também € importante no
NAFL, visto que a frutose, ao ser ingerida, €, majoritariamente, metabolizada pelo
figado, sendo assim, um componente mais sensivel a lipogénese. Objetivo: Avaliar o
impacto do consumo excessivo de frutose e lipideos na modulacdo da inflamacéo e no
metabolismo lipidico hepatico. Metodologia: O estudo foi baseado em modelo
experimental com 100 dias de seguimento. Dezoito ratos da espécie Wistar, machos e
adultos jovens (7 semanas) foram distribuidos em 3 grupos: Dieta Controle (DC) (n=6)
— racdo comercial e agua filtrada; Dieta Frutose (DF) (n=6) — racdo comercial e agua
filtrada com 30% de frutose; e Dieta Hiperlipidica (DH) (n=6) — racdo hiperlipidica e
agua filtrada. Racdo e agua foram administradas ad libitum. Apds a eutanésia, 0 sangue
e o figado foram coletados. Resultados: Os animais do grupo DH tiveram um consumo
de ragdo menor, assim como o0s animais do grupo DF, porém esses apresentaram um
consumo calérico maior comparado ao grupo DC. Por outro lado, o aumento do
comprimento foi significativo para todos, tendo o grupo DH apresentado maior
crescimento. Conforme esperado, a cetose plasmatica foi maior no grupo DH, assim
como as enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (FA). Glicose e frutose plasméticas foram similares entre os
grupos. O peso relativo do figado foi maior no grupo DF comparado ao grupo DH. O
contetdo de colesterol total (CT), TG e &cidos graxos ndo esterificados (AGNE) foi
superior no grupo que recebeu DH. Inesperadamente, as substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) foram superiores no grupo DC. Em relagdo a fosfolipase 3
associada a patatina (PNPLA3) observamos aumento expressivo no grupo DF
comparado aos animais alimentados com DH, porém, os grupos foram semelhantes em
relacdo ao fator de crescimento de fibroblasto 21 (FGF21) e ao membro 2 da
superfamilia da proteina trnasmembrana 6 (TM6SF2). As citocinas - interleucinas I-beta
(IL-1B), 6 (IL-6), 10 (IL-10) e fator de necrose tumoral (TNF-a) foram maiores no
grupo DF. Na analise da histologia do tecido hepatico observou-se a presenca de
infiltrado inflamato6rio acentuado e de esteatose hepéatica no grupo DH. Concluséo:
Frutose (30%) e lipidios (90%), quando consumidos de forma crénica (100 dias)
promovem inflamacdo e acumulo de lipidios hepatico compativeis com a DHGNA.

Palavras chave: Esteatose hepatica, dieta rica em frutose, dieta hiperlipidica.



ABSTRACT

Impact of excessive fructose consumption and high-fat diet on lipid metabolism,
inflammation and development of hepatic steatosis

Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by the
triglycerides (TG) accumulation in hepatocytes, highlighting the high prevalence of
hepatic steatosis (NAFL). NAFL is a clinical condition defined by liver fatty acids (FA)
accumulation, obtained by direct ingestion of fats and carbohydrates and/or by FA
synthesis via lipogenesis activation. NAFL is triggered by a number of factors, such as
dietary pattern, lifestyle and genetics. Hypercaloric diets, characterized by the presence
of saturated fats and simple carbohydrates, play an important role in the development of
NAFL. In addition, a diet rich in simple carbohydrates, especially fructose, is also
important in NAFL, since fructose, when ingested, is mostly metabolized by liver, thus
being a component that is more sensitive to lipogenesis. Objective: To evaluate the
impact of excessive consumption of fructose and lipids on the inflammation modulation
and hepatic lipid metabolism. Methodology: The study was based on a 100 days
follow-up experimental model. Eighteen Wistar rats, male and young adults (7 weeks
old) were distributed into 3 groups: Control Diet (CD) (n=6) — commercial chow and
filtered water; Fructose Diet (FD) (n=6) — commercial feed and filtered water with 30%
fructose; and High-fat Diet (HFD) (n=6) — high-fat diet and filtered water. Chow and
water were administered ad libitum. After euthanasia, blood and liver were collected.
Results: HFD animals group had a lower feed intake, as well as the FD animals group,
but these ones had a higher caloric intake compared to the CD group. On the other hand,
the length increase was significant for all and the HFD group showed greater growth.
As expected, plasma ketosis was higher in the DH group, as were liver enzymes
aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline
phosphatase (AP). Plasma glucose and fructose were similar between groups. Liver
relative weight was higher in the DF group compared to the HFD group. Total
cholesterol (TC), TG and non-esterified fatty acids (NEFA) content was higher in HFD
group. Unexpectedly, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were higher in
CD group. Regarding patatin-associated phospholipase 3 (PNPLA3), we observed a
significant increase in FD group compared to animals fed with HD, however, the groups
were similar in relation to fibroblast growth factor 21 (FGF21) and member 2 of the
protein superfamily transmembrane 6 (TM6SF2). Cytokines - interleukins I-beta (IL-
1B), 6 (IL-6), 10 (I1L-10) and tumor necrosis factor (TNF-a) were higher in FD group. In
the analysis of the hepatic tissue histology, the presence of accentuated inflammatory
infiltrate and hepatic steatosis was observed in DH group. Conclusion: Fructose (30%)
and lipids (90%), when consumed chronically (100 days) promote inflammation and
hepatic lipids accumulation compatible with NAFLD.

Keywords: Fatty Liver, High Fructose diet, High-Fat diet.
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1. INTRODUCAO

1.1 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA DA ESTEATOSE HEPATICA

A esteatose é uma doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA)
caracterizada pelo acumulo de triglicerideos (TG) nas células do figado, ou seja, nos
hepatocitos. Essa condicdo é resultante do desbalanco entre a sintese lipidica,
ocasionada a partir da absorcéo de &cidos graxos (AG) e pela lipogénese de novo (DNL)
e a sua eliminagdo, isto é, a oxidagdo de AG mitocondriais e a incorporagdo a particula
de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Dessa forma, a esteatose hepatica é
considerada uma das principais causas da doenca hepética crénica (ANDRONESCU,
2018; MANNE, 2018; MONTESANO et al., 2020).

Além da esteatose hepéatica, a DHGNA também abrange outras doencas do figado,
como por exemplo, esteatohepatite, fibrose hepaética, cirrose, podendo evoluir para
carcinoma hepatocelular. A DHGNA pode ser subdividida em dois tipos, sendo: I-
esteatose hepatica ndo alcodlica (NAFL) e, 1l- esteatohepatite ndo alcodlica (NASH)
(OLIVEIRA et al., 2021; MOCTEZUMA-VELAZQUEZ, 2018).

Figura 1. Figado com presenca de esteatotesa hepatica (imagem disponivel em:

https://clinicapopmed.com.br/esteatose-hepatica/).

O diagnéstico de NAFL é definido quando o acumulo de gordura hepética for
maior ou igual a 5% do peso total do 6rgéo. Essa doenca pode ser desencadeada quando
um ou mais processos metabdlicos encontram-se alterados, tais como a captacao,
sintese, oxidacdo e transporte de lipidios hepaticos (PENG et al., 2018).
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A esteatose hepética tem atraido interesse da comunidade cientifica devido sua
crescente prevaléncia na populacdo mundial, onde fatores de risco associados a
resisténcia a insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), obesidade, dislipidemias
(DLP), sindrome metabodlica (SM), complicacGes cardiovasculares e toxicidade hepatica
induzida por drogas podem exercer efeito negativo isoladamente ou de modo sinérgico.
Além disso, a faixa etéria da populacdo que apresenta maior prevaléncia da doenca é
entre 40 e 50 anos de idade (SCHWARZ et al., 2017).

Recentemente, propuseram uma nova nomenclatura para a DHGNA, isto é,
doenca hepatica gordurosa associada ao metabolismo (MAFLD), colocando a disfungédo
metabdlica como um fator em destaque para a doenca hepatica (ENG & ESTALL,
2021; ESLAM et al., 2020).

Estudos realizados nos altimos cinco anos mostram que 25% da populacdo
mundial possui NAFL (JIANG, 2023). No Brasil, o cenario epidemioldgico parece
seguir um perfil semelhante ao mundial. O estudo epidemioldgico multicéntrico de
COTRIM et al. (2011), realizado no Brasil, identificou a prevaléncia de obesidade em
44,7% dos pacientes, sobrepeso em 44,4%, hiperlipidemia em 66,8%, DM em 22,7% e
SM em 41,3%. Além disso, dentre os avaliados pelo estudo, a maioria era do sexo
masculino, assintomatico, com idade média de 50 anos. Ademais, foi realizada a biopsia
hepéatica em 437 dos participantes, sendo detectada a esteatose hepatica ndo alcodlica
em 41,7% deles.

De acordo um estudo realizado a partir da coorte Estudo Longitudinal de Saude
do Adulto (ELSA-BRASIL), onde uma amostra de 305 individuos, os quais a partir do
exame de ultrassonografia hepatica todos tiveram o diagnéstico de NAFL, sendo 60%
dos participantes portadores do estagio leve da doenca, 36% do estdgio moderado e 4%
grave (PEREIRA et al., 2021).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA ESTEATOSE HEPATICA

A esteatose hepética é um distarbio metabdlico complexo, que envolve fatores
hormonais, genéticos e nutricionais. Tal condicdo clinica caracteriza-se pelo acimulo de
AG ndo esterificados (AGNE) no figado advindos da ingestdo direta de gorduras,

transportados para o figado incorporados aos quilomicrons, e/ou da sintese endogena a
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partir de carboidratos simples, que sdo convertidos em AG via ativacdo da DNL e/ou
ainda, a partir da lipdlise dos TG adivindos do tecido adiposo (TA). O aumento na
incorporacdo de AGNE no figado provocara a ativacdo da sintese de TG. Em situacGes
de desequilibrio metabolico, o aumento de TG se sobreporé a sua excre¢do incorporado
a VLDL e oxidacdo via B-oxidacdo, favorecendo seu acUimulo no tecido hepético
(Figura 2) (MOORE, 2019).

O processo da P-oxidagdo acontece majoritariamente, nas mitocéndrias e nos
perossixomos. Tal processo € a principal via de metabolizacdo dos AG. Com a ativagéo
do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-a), amplamente expresso no
figado, ocorrera a transcrigdo de diversos genes que estdo interligados a B-oxidacdo,
promovendo a reducdo de niveis de lipideos no tecido hepatico. Dessa forma, 0 PPAR-
a ¢ responsavel pelo transporte de colesterol ¢ TG do figado para os tecidos extra-

hepaticos na forma de VLDL (CHEN et al., 2023).

Quilomicron

B-Oxidagdo

VLDL R

Figura 2. Hipotese fisiopatologica da NAFL (imagem elaborada pela autora).

O consumo calodrico em excesso, tanto por dietas hiperlipidicas quanto por dietas
hiperglicidicas, apresentam associacdo entre a NAFL e a RI. Esta, a nivel hepatico,
caracteriza-se pela ocorréncia da gliconeogénese e também pela reducdo da sintese de
glicogénio pelo figado (JUANOLA, 2021; SOFTIC et al. 2020).
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A obesidade decorrente do excesso de calorias consumidas promove disfuncao do
tecido adiposo (TA), sendo esse responsavel por armazenar energia na forma de TG.
Dessa forma, o excesso de calorias contribui para a hipertrofia e hiperplasia do TA,
favorecendo o processo inflamatdrio local cronico e de baixa intensidade, que se amplia
com o desenvolvimento da RI, a qual é responsavel pelo efluxo de AGNE para o figado,
contribuindo para o desenvolvimento da esteatose hepéatica (ALLARD, 2019; BRUNT
etal., 2015; MANNE, 2018; MOORE, 2019; SCHATTENBERG, 2011).

O excesso de AGL promove o acumulo excessivo de gordura no figado, por meio
de sua captacdo via circulagdo portal, tornando-o mais suscetivel a processos oxidativos
e inflamatdrios, e impactando negativamente na fisiopatologia do NAFL, NASH,
fibrose hepatica e carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 3) (JAHN, 2016; MOORE,
2019).

A NASH ¢, clinicamente, a forma mais grave da DHGNA, pois ha a associacéo da
presenca da esteatose hepatica com processos inflamatérios, lesdo e apoptose dos
hepatdcitos, que em casos mais extremos da doenca e em conjunto com o tratamento
inadequado, pode levar ao desenvolvimento de fibrose, cirrose e cancer no figado
(RAZA, 2021). A fibrose hepatica, por sua vez, acontece decorrente a resposta da
cicatrizacao do tecido hepatico devido a alguma lesdo crénica associada com o acumulo
de proteinas da matriz extracelular (MEC) (LAFOZ, 2020; PELLICORO, 2014). A
cirrose hepatica é caracterizada pela presenca de uma fibrose extensa, além de também
desenvolver nédulo de carater regenerativo (CAUSSY et al., 2017; DIEHL & DAY,
2017). O CHC, por sua vez, é um tumor maligno decorrente da piora clinica da cirrose

hepética ou apds infeccdo cronica por hepatite B (LIAO et al., 2023).
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NAFL
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Fibrose severa/ \

Cirrose Transplante de figado

HCC

NASH +/- Fibrose

Figura 3. Desenvolvimento e progressdo da DHGNA. A presenca de gordura no tecido hepético
faz parte da fisiologia do figado e, até certo ponto, as condicGes clinicas de NAFL, NASH e
fibrose sdo consideradas reversiveis como indicado nas setas tracejadas. A seta vermelha indica
o desenvolvimento e progressdo da doenca a partir da ma nutricdo; ja a seta verde indica a perda
de peso e uma dieta saudavel como formas de tratamento da NAFLD. Ainda ha o
questionamento se a esteatohepatite € um processo adaptativo independente da esteatose e se 0
carcinoma hepatocelular (HCC) pode se desenvolver diretamente de NAFL e NASH sem
desenvolver fibrose (MOORE, 2019; adaptag&o).

Embora os marcadores inflamatorios contribuam para o desenvolvimento da
esteatose hepatica, alguns polimorfismos tém atraido a atencdo dos pesquisadores por se
associarem positivamente com a progressao da doenca e desfechos clinicos menos
favoraveis. O fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21) é um hormonio peptideo,
que esta associado com a homeostase metabdlica. O FGF21 estad diretamente
relacionado com a regulacdo da glicose hepética e metabolismo lipidico, tendo como
principais efeitos aumentar a captacdo de glicose no TA e oxidagdo de AGNE pelo
tecido hepético, sendo importante na prevencdo da lipotoxicidade hepética (FISHER &
MARATOS-FLIER, 2016; WILLIS et al., 2020).

Além do FGF21, destaca-se também a fosfolipase 3 associada a patatina
(PNPLA3), a qual exerce funcdo lipolitica em relagdo aos TG. No entanto, o
polimorfismo na PNPLAS, caracterizado pela substituicdo da metionina pela isoleucina
no gene 148 (1148M), promovera o acumulo de TG no figado, podendo causar

inflamacédo, fibrose e cirrose hepatica. Sendo assim, individuos que possuem esse
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polimorfismo, associado a um consumo exacerbado de carboidratos, isto €, dietas ricas
em sacarose se associardo ao acumulo de proteinas inibidoras da lipolise de TG na
superficie das goticulas de lipideos e, consequentemente, haverd acumulo de TG do
tecido hepatico (BASURAY, 2017; BASURAY, 2019; DELLA PEPA, 2017; WANG,
2019). Estudo de associacdo gendmica (GWAS), realizado com participantes
hispanicos, afroamericanos e europeus americanos, no Dallas Heart Study, em 2008, foi
a primeira evidéncia sobre a relacdo do PNPLA3 e a NAFL (DONG, 2019).

Também é importante ressaltar sobre o membro 2 da superfamilia da proteina
transmembrana 6 (TM6SF2), o qual é uma proteina responsavel pela secrecdo hepatica
da VLDL. A mutacdo da variante E167K promove a perda da funcdo da TM6SF2,
favorecendo o acimulo de gordura no figado, na forma de TG, a partir da diminuicdo da
secrecdo de VLDL, ocasionando em complicacdes no organismo, desde esteatose até
cirrose (KOLZILITINA et al., 2014; LUO et al., 2022; SMAGRIS, 2016).

1.3 ASPECTOS NUTRICIONAIS

A alimentacdo exerce importante papel na fisiopatologia da esteatose hepatica,
estando as dietas hipercal6ricas ricas em lipideos e/ou carboidratos associadas ao seu
desenvolvimento. Esses padrdes dietéticos caracterizam-se pelo excessivo consumo de
gorduras saturadas, frutose, carboidratos simples, isto é, cereais refinados, acucares e
doces, se contraponto a baixa ingestdo de fibras alimentares (KANG et al., 2021). Dessa
forma, as recomendacbes de consumo de gorduras saturadas de 7-10% do valor
energético total (VET); substituicio no consumo de carboidratos simples por
complexos, isto é, reduzir a ingestao de alimentos com alto indice glicémico; e aumento
na ingestdo de acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados (PUFA) das
séries 6Gmega-6 e dmega-3 parecem ser efetivos na prevencdo e manejo da esteatose
hepéatica (DELLA PEPA et al., 2017; MOORE, 2019).

Entretanto, de acordo com Yki-Jarvinen (2015), as dietas hipocalo6ricas diminuiem
0 teor de gordura no figado. Tanto uma dieta hiperlipidica e com baixo teor de
carboidratos, quanto uma dieta hipocaldrica, porém esta rica em carboidratos, parecem
ser eficazes quanto a diminui¢do do tamanho do figado, uma vez que favorece a
mobilizacdo do glicogénio hepético; fato que estimula o aumento na relagdo entre

percentual de gordura e peso do tecido hepatico.
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1.3.1 DIETAS HIPERLIPIDICAS

Entre as décadas de 1920 e 1930, como alternativa ao jejum e com o intuito de
reduzir a ocorréncia de convulsbes em criangas com epilepsia, originou-se a dieta
cetogénica, assim chamada devido a intensa sintese de corpos cetdnicos (acetoacetato,
acetona e beta-hidroxibutirato) induzida pelo alto consumo de AG de cadeia longa
(ANEKWE, 2020). Apesar desse marco historico, atualmente, as dietas hiperlipidicas
tém sido usadas no manejo de inimeras condigdes clinicas (cancer, esclerose multipla,
epilepsia e obesidade) (DYNKA, 2022; TAO, 2022).

A cetose é obtida quando a ingestdo diaria de carboidratos é inferior a 50 gramas,
estando associada ao consumo restrito ou ndo de gorduras e calorias. Dessa forma, a
composicdo das dietas hiperlipidicas caracteriza-se pelo alto teor de gorduras (> 60%),
baixo teor de carboidratos e quantidade adequada de proteinas (0,8-1,0 g/Kg de peso
corporal) que preservem a massa corporal magra do individuo, porém baixa o suficiente
para manter a cetose. Esse padrdo dietético induz a rapida utilizagdo do glicogénio
corporal; fato que estimula a intensa sintese de corpos cetbnicos, que passam a ser o
principal substrato energético corporal (ANEKWE, 2020; GUPTA, 2017; WILSON &
LOWERY, 2017).

Embora o uso das dietas hiperlipidicas seja descrito como estratégia para perda de
peso corporal, controle de convulsGes, cancer e algumas doencas neurodegenerativas
como Parkinson, Alzheimer e Epilepsia, 0 uso dessas dietas esta associado a efeitos
colaterais, como por exemplo, DLP, RI, esteatose hepatica e fibrose hepatica
(GARBOW et al., 2011; ZHANG et al., 2018). Nosso grupo tem tido especial interesse
na modulacdo das vias lipidicas, inflamatdrias e oxidativas associadas ao consumo
regular das dietas hiperlipidicas, apesar dos beneficios clinicos frente a doenca priméria
—epilepsia (LIMA, 2015; PRUDENCIO et al., 2017).

Considerando que o figado é um dos principais 6rgdos envolvidos no
metabolismo lipidico, seja por sua capacidade oxidativa, de sintese, armazenamento e
biotransformacédo, € plausivel que o uso de dietas hiperlipidicas possa influenciar o
desenvolvimento da esteatose hepatica (YOUNOSSI, 2019). Essa hip6tese encontra-se
amplamente controversa na literatura, podendo ser alvo de grande interesse da Nutrigdo

e de outras areas da saude.
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O excesso do consumo de gorduras contribui, tanto para a obesidade, quanto para
a SM. Tal padréo alimentar ird estimular uma maior deposicdo de gorduras em tecidos
que ndo sdo adiposos, destacando o figado (LIAN, 2020).

As dietas hiperlipidicas apresentam efeitos distintos a depender da composicao
lipidica, isto é, dietas com alto teor de &cidos graxos saturados (AGS) se associam a
maior prevaléncia de obesidade e esteatose hepatica. No entanto, quando o padrdo
alimentar € composto pelo elevado teor de PUFA, esses acidos graxos promovem
melhoria na sensibilidade a insulina e reduzindo a NAFL, quando comparado as dietas
ricas em AGS (MANNE, 2018).

1.3.2 DIETA RICA EM CARBOIDRATQOS SIMPLES

No contexto da esteatose hepatica, outros nutrientes tém também demonstrado
efeito negativo, destacando-se as dietas ricas em carboidratos e, particularmente aquelas

com elevado contetdo de carboidratos simples como sacarose e frutose.

De modo bastante questionavel, até recentemente, uma dieta rica em carboidratos
e baixa em gorduras era vista como uma forma de prevenir o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCV) em pacientes com DM2, sendo usada como
justificativa que essa dieta ndo elevaria a glicose plasmatica de jejum e seria capaz de
auxiliar na diminuicdo do colesterol sérico (HOOPER, 2020). Contudo, devido a
predisposicdo desses individuos a desenvolverem doencas metabdlicas, como a
obesidade, observa-se também efeitos negativos como a elevacdo de glicose pos-
prandial, hiperinsulinemia e as DLP (JUNG & CHOI, 2017; SCHOLL, 2012).

Mais recentemente, diversos os estudos tém mostrado que padrbes alimentares
com altos teores de carboidratos sdo prejudiciais a saude, pois estdo associados com 0
desenvolvimento da SM (KOSINSKI & JORNAYVAZ, 2017). De acordo com Hall
(2017), dietas com um alto teor de carboidratos promovem aumento de peso por
estimularem a secrecao de insulina, com consequente conversao do excesso de glicose e
frutose em AGNE, aumento no armazenamento de TG no TA e infiltracdo dos AGNE
no tecido muscular e hepatico. Além disso, esses eventos favorecem a fome e 0 aumento
do apetite, com isso o metabolismo é suprimido, promovendo um balangco energético

positivo, e estimulo ao desenvolvimento da obesidade e DCV (BROUNS, 2019).
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1.3.3 DIETA RICA EM FRUTOSE

A associacdo da glicose plasmaética pos-prandial elevada com o aumento das
concentragfes de insulina promove a ativacdo da proteina de ligacdo do elemento
regulador de esterol 1c (SREBP-1c) e da proteina de ligacdo de elemento responsiva a
carboidratos (ChREBP) nos adipocitos e hepatocitos, estimulando a expressao de
enzimas lipogénicas envolvidas na DNL. Desse modo, eleva-se a producdo de AGS,
principalmente acido palmitico, que se associa com o desenvolvimento da RI e,
consequentemente, ha o desbalanco de diversas vias metabdlicas associadas aos lipideos
e carboidratos (WORM, 2020).

De acordo com o estudo de Austin (2011), baseado nos dados do National Health
and Nutrition Examination Survey (NHANES, 1971-2006), a reducdo na porcentagem
de gorduras na dieta de 36,6% para 33,7% e 0 consequente aumento no consumo de
carboidratos promoveu uma elevacdo de 44,0% para 48,7% - padréo alimentar high-
carb low-fat (HCLF), se associou com o aumento do indice de massa corporal (IMC) na

populacdo americana.

Na ultima década, devido a uma maior expansdo da producdo, disponibilidade e
consumo de alimentos industrializados houve também uma maior ingestdo de agucares.
O excesso no consumo de agucares como sacarose e xarope de milho rico em frutose,
tem apresentado associacdo robusta com o desenvolvimento da obesidade, a DHGNA e
a RI, estando também relacionado ao estimulo da DNL hepatica. Em contrapartida ao
consumo de glicose, a frutose, ao ser ingerida, €, majoritariamente, metabolizada pelo
figado, sendo assim, um componente mais sensivel a lipogénese (TER HORST &
SERLIE, 2017).

A frutose ingerida é transportada via portal para os hepatécitos por meio dos
transportadores de glicose 2 e 8 (GLUT2 e GLUTS8). Apos captacdo hepética, essa é
fosforilada no carbono 1 por meio da acdo da enzima cetohexoquinase C (KHK-C),
sendo convertida em gliceraldeido 3-fosfato, que sera utilizado para a sintese de AG e,
consequentemente, TG e VLDL, que ficam parcialmente armazenados no tecido
hepético. O papel negativo da frutose no metabolismo lipidico é ampliado pela inibicdo
da B-oxidagdo, uma vez que essa modula a atividade do nucleotideo trifosfato de

adenosina (ATP), e das enzimas citrato liase (ACLY) e acetil-CoA carboxilase (ACC-
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1), levando ao acimulo de AGNE no figado. Além disso, a DNL requer ATP para a
sintese de lipideos a partir de carboidratos dietéticos, como por exemplo, a frutose. No
entanto, para a enzima KHK-C fosforilar a frutose em frutose-1-fosfato, também sera
necessaria a utilizacdo de ATP, sendo parte dessa consumida a partir desse processo.
Como forma de suprir a diminuicdo de ATP, sera necessaria a producao e utilizacdo de
difosfato de adenosina (ADP), a qual serd convertida em monofosfato de adenosina
(AMP) e, consequentemente, convertida em monofosfato de inosina (IMP). Esta
produzira purinas, que a partir da xantina oxidase (XO) ird promover a sintese de
espeécies reativas de oxigénico (ROS), as quais irdo desencadear reacdes oxidativas e até

mesmo maior inflamag&o do tecido (Figura 4) (MURIEL, 2021).

Aumentode TG ede
VLDL Inibe a beta-oxidagéio

CH,OH
2. oH
HO
CH,OH
OH
Frutose  CS90U
l Estresse
ADP —» AMP —3» IMP —» ROS —3 oxidativo
Inflamacgdéo

Figura 4. Metabolismo da frutose no figado (imagem elaborada pela autora).
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2. OBJETIVO

Avaliar o impacto do consumo excessivo de frutose e dieta hiperlipidica na
modulacdo do metabolismo lipidico, inflamacdo e desenvolvimento da esteatose

hepatica.
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3. METODOLOGIA
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO
Estudo de intervencdo baseado em modelo experimental com seguimento de 100

dias.

3.2 TAMANHO AMOSTRAL E DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo contou com um tamanho amostral de 18 animais distribuidos em 3
grupos compostos por 6 animais por grupo experimental. O calculo amostral baseou-se
em estudos prévios da literatura com objetivos semelhantes, que utilizaram para as
andlises estatisticas uma amostra final de cerca de 5 animais por grupo de intervencao
(DUSTIN & STAFSTROM, 2016; DING et al., 2016).

A amostra foi composta por ratos da espécie Wistar, machos, adultos jovens, isto
¢, com cerca de 7 semanas e com peso variando de 200-300 gramas. Os 3 grupos foram
distribuidos, conforme descrito na Figura 5:

Dieta Controle (DC), n=6 - racdo padrdo para ratos de laboratério (Nuvilab®);

Dieta Frutose (DF), n=6 — racdo padrdo para ratos e agua com 30% de frutose;

Dieta Hiperlipidica (DH), n=6 — racdo hiperlipidica rica em gorduras saturadas.

1 DIETA CONTROLE
(n = 6 animais) \

Obito 1 animal

TAMANHO
AMOSTRAL 2

(n = 18 animais)

DIETA FRUTOSE
(n = 6 animais)

DIETA HIPERLIPIDICA
(n = 6 animais)

3 Y

Obito 1 animal

Figura 5. Fluxograma do tamanho amostral do estudo.
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3.3 ACLIMATACAO DOS ANIMAIS

Os animais foram mantidos em ciclo luz/escuro de 12h e foram distribuidos em
pares em gaiolas apropriadas no Biotério de Experimentacdo Animal do Instituto de
Medicina Tropical (IMT), da Faculdade de Medicina (FMUSP) e com temperatura
controlada em 22°C, visando garantir o efeito ninhada e condi¢des adequadas de bem-

estar animal.

3.4 FORMULACAO DAS DIETAS

As dietas e agua foram administradas ad libitum, conforme sumarizado na Figura

Dieta padrdo
DIETA CONTROLE —_— ) NUV'||Gb®
= via ora
e ad libitum

Dieta padrdo
Nuvilab® + 30% de
R frutose na agua
¢ via oral
e ad libitum

DIETA FRUTOSE

Dieta HFLC rica em

 —— gorduras saturadas

* via oral
* ad libitum

DIETA HIPERLIPIDICA

Figura 6. Descricao da oferta das dietas e da agua, segundo grupos de intervencao.

Os animais dos grupos DC e DF foram alimentados com racdo comercial Nuvilab
CR-1 (Quimtia S/A), conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1. Descri¢do da composi¢do nutricional da racdo Nuvilab CR-1 (Brasil,

Chapeco, SC).

NUTRIENTES NUTRIENTES

Proteinas brutas 220 g/Kg | Vitamina B2 6 mg/Kg
Extrato etéreo 50 g/Kg | Vitamina B6 7 mg/Kg
Material mineral 90 g/Kg | Vitamina B12 22 mcg/Kg
Fibra bruta 70 g/Kg | Niacina 60 mg/Kg
Calcio 10-14 g/Kg | Pantoténico de célcio 21 mg/Kg
Fosforo 600 mg/Kg | Acido félico 1 mg/Kg
Vitamina A 13000 UI/Kg | Biotina 0,05 mg/Kg
Vitamina D3 2000 UI/Kg | Colina 1900 mg/Kg
Vitamina K3 34 Ul/Kg | BHT 100 mg/Kg
VitaminaB1 3 mg/Kg | Calorias 295 kcal

A DH foi baseada no padréo para crescimento de roedores (AIN-93G) (REEVES
et al., 1993). Além disso, a recomendacdo em relacdo ao conteudo de fibras, vitaminas,
minerais, L-cistina, colina e tert-butil-hidroquinona (BHA) foram mantidos de acordo
com a AIN-93.

No entanto, a fonte proteica recomendada pela AIN-93G, a caseina, foi substituida
pela ovoalbumina liofilizada (P. R. Netto Industria de Alimentos Ltda, Sdo Paulo-SP),
pois essa confere melhor estrutura e maleabilidade dietética a producdo das racbes

experimentais.

A principal fonte de carboidratos utilizada foi a farinha de amendoim Geragéo
Saude® (Geracdo Saude Ltda, Bento Gongalves-RS). Contudo, para o preparado das
racdes de transicdo, 1:1 e 2:1, foi utilizado amido de milho Yoki® (Yoki Distribuidora

de Alimentos Ltda, Cajamar-SP), para complementar o contedo de carboidratos.

As fontes de lipidios utilizadas para a producdo da DH foram as seguintes:
manteiga Italac® (Goiasminas Industria de Laticinios Ltda, Girua-RS), banha de porco
Frimesa® (Frimesa Cooperativa Central, Sdo Paulo-SP), 6leo de coco Copra® (Copra
Industria Alimenticia Ltda, Macei6-AL) e 0Oleo de soja Liza® (Liza Comércio de
Alimentos Ltda, Belo Horizonte-MG).

A L-cistina, o bitartarato de colina, 0 mix de minerais AIN-93G, o mix de
vitaminas e o fosfato de potassio foram adquiridos pela empresa Prag Solutions
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especializada em racdes e produtos para ragdes animais (Domeneghetti & Correia Ltda,
Jau-SP). Optou-se por utilizar o dobro das recomendagdes de vitaminas, em relacdo a
AIN-93, visando preservar seu contetdo ao longo do processo de produgdo, assim como
reforcar a protecdo antioxidante da racdo como um todo devido ao elevado conteudo de
gorduras oxidaveis. O fosfato de potassio utilizado complementou as fontes de fosforo
e potassio disponiveis pela composicdo da albumina do ovo, pois essa apresenta menor
concentracdo destes nutrientes quando comparada a caseina. Ja o antioxidante BHA, foi
fornecido pela Labsynth® (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda (Diadema-SP). A

celulose foi adquirida pela empresa Minérios Ouro Branco (Séo Paulo-SP).

Todas as ragbes foram produzidas no Laboratério e Cozinha Didatica de
Procedimentos e Técnicas Culinérias Aplicadas a Nutricdo, da Faculdade de Saude
Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP/USP).

O BHA foi pesado em balanca digital com 100mg de precisdo e limite de
capacidade de 4200g (Shimadzu® UX4200H) (Shimadzu do Brasil, Barueri-SP). Em
seguida, os ingredientes foram misturados com auxilio de um liquidificador Philco® PH
900 (Philco Eletronicos AS, Manaus-AM) em uma sequéncia padronizada de acréscimo

dos ingredientes.

Apos essa etapa, as dietas foram assadas em forno elétrico (Layr Luxo 2400W,
Layr Eletrodomésticos, Sdo Paulo-SP) em temperatura de 100°C durante 15 minutos.
Posteriormente, as racdes foram cortadas em pequenos cubos (2,0 x 2,0 x 1,0 cm —
largura x comprimento X altura), sendo, em seguida, congeladas e liofilizadas (Freeze
Dryer Operon, Korea) por cerca de cinco horas. Apds a liofiliza¢&o, as dietas retornaram
ao congelador e, posteriormente, foram pesadas e embaladas em pacotes contendo cerca
60g de racdo por embalagem e selados duplamente a vacuo em filme plastico de
aluminio (Seladora TM 150, TecMaq, Sao Paulo-SP). As racGes foram armazenadas em

freezer a -30°C até o momento do consumo pelos animais.

A composicdo tedrica das racdes foi estimada a partir de dois softwares, o
Dietbox® (Dietbox informatica Ltda, Porto Alegre-RS) que contém informacdes
nutricionais reunidas de diversas tabelas brasileiras de composicéo de alimentos: Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos da TACO (NEPA, 2011), Tabela Brasileira de
Composigdo dos Alimentos (TBCA, 2020), Tabela de Composi¢do de Alimentos:
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Suporte para decisdo nutricional (Philippi, 2002) e as tabelas de composicdo de
alimentos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011) e a tabela
americana do United States Department of Agriculture (USDA) (EUA, 2012); e 0 The
Food Processor® (Esha Research, Salem-EUA, 2023), que traz tabelas de composicédo
de alimentos dos Estados Unidos, principalmente da tabela da USDA, mas também

alimentos nacionais que foram inseridos a critério dos pesquisadores.

Os animais que fizeram parte do grupo DF consumiram racdo comercial destinada
para animais de laboratorio (Nuvilab®), ad libitum, porém a &gua ofertada foi

enriquecida com 30% de frutose (Labsynth® Produtos para Laboratério Ltda).

A frutose diluida a 30% foi preparada em &gua filtrada e armazenada em camara
fria a 4°C até ser fornecida aos animais. A preparacdo da solugdo com frutose e troca de
agua ocorreu a cada 2 dias, a fim de evitar o desenvolvimento de microorganismos e

oxidacoes.

3.5 MONITORAMENTO DOS ANIMAIS
Com base na administracdo das racfes e periodos de monitoramento, o protocolo

de intervencao foi distribuido, conforme descrito na Figura 7.

Dieta Controle

Dieta Frutose

Dieta Dieta
Hiperlipidica Hiperlipidica
1:1 2:1 Dieta Hiperlipidica 4:1

T

o 7dias i 7dias | 7dios 22 dies 57 dias ][)Odi()t,)

Aclimatacgdo :

PESO PESO

COMPRIMENTO COMPRIMENTO
RACAO RACAO
AGUA AGUA

PESO
COMPRIMENTO

RANDOMIZAGAO
IDENTIFICAGAQ

CETOSE E GLICEMIA
SANGUINEA

EUTANASIA

Figura 7. Escala temporal de monitoramento dos animais ao longo do experimento.

O monitoramento foi realizado nos seguintes momentos e todas as fases de

controle dos animais seguiram procedimentos padronizados, conforme protocolos e
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fichas estruturadas previamente definidas para monitorar todos os parametros
(Apéndices 1 e 2).

3.5.1 PESO CORPORAL

O monitoramento de peso dos animais ocorreu em 6 momentos: tempo basal (T0),
T1, T2, T3, T4 e T5. Para a pesagem dos animais utilizou-se balanca digital SF-400
(Wellmix®), com capacidade de 10 kg e precisdo de 0,1 g, sendo considerado 0 peso

médio de trés medidas realizadas em cada momento do estudo.

3.5.2 COMPRIMENTO NASOCAUDAL

O comprimento dos animais foi realizado a partir da fixacdo de uma régua de 30
cm a uma area plana e lisa. Os animais foram posicionados de modo paralelo a régua,
imobilizando-o desde a ponta do nariz até o inicio da cauda, deixando-0 0 mais rente
possivel a mesa. A medicdo foi realizada em triplicata e em 3 momentos do estudo (TO,
T4 e TH).

3.5.3 AVALIACAO DO CONSUMO DAS RACOES E AGUA

O monitoramento do consumo das ra¢des e da agua foi realizado em 5 momentos
(T1, T2, T3, T4 e T5). Para a pesagem das racdes utilizou-se balanca digital SF-400
(Wellmix®), com capacidade de pesagem de 10 kg e precisao de 1,0 g. Cada momento
de monitoramento foi representado pela média da coleta de dados de 3 dias

consecutivos e realizada sempre no periodo da tarde.

3.5.4 AVALIACAO DE EFICACIA NUTRICIONAL

O Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA) foi calculado com base na relacéo
entre 0 ganho de peso (g) e o consumo total de dieta pelos animais (g). A partir disso foi
possivel também realizar o calculo do CEA por calorias, isto é, a relagdo do consumo

total de dieta (racédo + frutose) na forma de calorias dividido pelo peso do animal (g).
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O consumo da frutose baseou-se na proporcao de 30 g para cada 100 mL (30%).
A quantidade em gramas de frutose consumida variou, conforme o consumo de agua
por cada animal. A partir do consumo em gramas foi possivel obter a quantidade de
calorias ingeridas, isto €, 4 calorias para cada 1 g de frutose ingerida. O consumo
caldrico do grupo DF foi baseado na soma entre a DP consumida e a frutose ingerida

por meio da &gua.

3.5.5 AVALIACAO DA CETOSE E GLICOSE NO SANGUE

A avaliacdo da cetose e glicose sanguinea foram realizados no momento final (T5)
do experimento. Para tais medicGes foram utilizadas fitas de quimica seca de cetose
Freestyle Optium Cetona® e de glicemia Freestyle Optium®, ambas quantificadas por
meio do aparelho digital Freestyle Optium Neo® (Abbott, SP). A concentracdo de

glicose foi expressa em mg/dL e a cetose em mmol/L.

3.5.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

O método utilizado para a eutanasia dos animais foi a decapitacdo com guilhotina.
Tal método oferece rapida perda de consciéncia e auséncia de alteracdes quimicas
decorrentes do uso de métodos quimicos para o sacrificio. Anterior a decapitacdo, o
animal foi mantido em uma camara, devidamente vedada, contendo gas carbdnico

(COy,) para prévia sedacdo (3,0 minutos).

3.6 COLETA DE AMOSTRAS BIOQUIMICAS
3.6.1 SANGUE

Apbs jejum de 8-12 horas, no momento final (T5), as amostras de sangue foram
coletadas apds a decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos vacuntainer contendo
acido etilenodiaminotetraacético — EDTA (1,0 mg/mL), utilizado como anticoagulante e
antioxidante, mantido em geladeira a 4°C até obtencdo do plasma e hemoconcentrado
de hemé@cias.

Para obtencdo do plasma, as amostras foram processadas em centrifuga a 3000

rpm, por 15 min, em temperatura a 4°C no Laboratério de Bioquimica da Nutrigdo
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Aplicada as Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) da FSP-USP.
Posteriormente, acrescentou-se os inibidores de proteases, aprotinina (10 pg/mL),
benzamidina (10 uM) e fluoreto de fenilmetilsulfonila-PMSF (5 puM), além do
antioxidante 2,6-di-tert-butil-p-hidroxitolueno-BHT (100 uM). Todas as amostras foram
aliquotadas, segundo volume e tipos de analises a serem realizadas. Até 0 momento das

analises, as amostras ficaram armazenadas a -80°C.

3.6.2 FIGADO

Apdbs o sacrificio dos animais, o figado foi coletado, lavado com solucdo

fisiologica, pesado em Balanca digital com 100 mg de precisdo e limite de capacidade
de 4200g (Shimadzu® UX4200H) (Shimadzu do Brasil, Barueri-SP). O peso do figado
foi apresentado na forma absoluta (peso bruto) e relativa, isto é, apds ajuste pelo peso
do animal ao término da intervengdo. Em seguida, o 6rgdo foi dividido em 2 partes
(lobo direito e lobo esquerdo + lobo médio), sendo a primeira parte armazenada em
formaldeido a 10% e o restante congelado a -80°C. A figura abaixo demonstra 0s

procedimentos realizados para obtencdo do figado apds a eutanasia (Figura 8).

1 2 3

Figura 8. Procedimentos realizados ap0s a eutanasia para obtencéo do figado. 1 — Posic¢éo do
rato para a autopsia; 2 — Abertura da pele do animal; 3 — Ressecgdo do figado (COVELLLI).

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS NO PLASMA

3.7.1 DETERMINACAO DE GLICOSE E FRUTOSE
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A glicose e frutose plasmaticas foram determinadas, conforme proposto por
Adams et al., (2008), usando o protocolo do kit analitico comercial de glicose / frutose
modificado (Megazyme, Cddigo - K-FRUGL,; Xygen Diagnostics Inc., Burgessville,
Ontério, Canada). Primeiramente, pipetou-se 10 uL de amostra, sendo adicionado 10 uL
do Reagente 1 e, em seguida, 10 uL do Reagente 2, e a placa foi agitada no leitor de
microplaca SpectraMax M5 PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com o intuito de
homogeneizar a amostra. Apds 3 minutos em temperatura ambiente, foi feita a primeira
leitura a 340 nm, onde identificou-se o branco. Em seguida, adicionou-se 2 uL do
Reagente 3. A placa foi agitada novamente, e incubada a 30°C por 5 minutos na camara
aquecida do leitor de placas. Realizou-se a segunda leitura, sendo possivel identificar a
absorbancia relativa a concentracdo de glicose da amostra. Apos esta leitura, foram
adicionados 2 uL do Reagente 4, sendo a reacdo homogeneizada e mantida a 30°C por
10 minutos. Realizou-se a terceira leitura, onde a concentracdo de frutose foi
determinada. A curva padrdo foi feita a partir de um padrdo externo de D- (-) -Frutose
(FO127, Sigma-Aldrich), composta por 9 pontos e concentracdo maxima de 1 mg/mL.
Todas as amostras foram analisadas em triplicata, bem como o branco e os pontos da
curva padrdo. Utilizou-se a média das absorbancias aplicada a curva padrao para fins de

calculo da concentragdo de frutose e glicose.

Realizou-se a analise no Laboratério de Bioquimica Aplicada as DCNT da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-USP) e o coeficiente

de variacdo aceito foi < 15%.

3.7.2 ENZIMAS HEPATICAS

Foram realizadas as analises das enzimas hepaticas — alanina aminotransferase

(ALT), gama glutamil transferase (GGT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase
alcalina (FA), utilizando métodos validados e Kkits comerciais. Estas andlises foram
realizadas no Laboratorio Central do Hospital das Clinicas (HC/FMUSP). O coeficiente

de variagao aceito foi < 15%.

3.8 ANALISES NO TECIDO HEPATICO

3.8.1 EXTRATO AQUOSO HEPATICO
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A partir de 200 mg de tecido hepatico foi preparado um homogenato aquoso por
meio da adi¢do de 2,0 mL de tampdo RIPA (Sigma Aldrich®). A este homogenato
acrescentou-se os inibidores de proteases aprotinina (10 pg/mL), benzamidina (10 uM)
e fluoreto de fenilmetilsulfonila-PMSF (5 uM), além do antioxidante 2,6-di-tert-butil-p-
hidroxitolueno-BHT (100 uM) para evitar oxidacdo ¢ protedlise da amostra. Utilizou-se
0 desmembrador ultrassénico para o preparo do homogenato por cerca de 20 segundos

por extrato. O extrato foi armazenado a -80°C até 0 momento das analises.

3.8.2 PROTEINAS TOTAIS

O conteudo de proteinas totais do extrato hepatico foi avaliado por meio do
método baseado no acido bicinconinico (BCA), utilizando o kit Pierce™ BCA (Protein
Assay, Thermo Scientific™). A leitura da absorbancia foi realizada 562 nm a partir do
espectrofotometro, apos incubagdo a 37°C por 30 minutos. A andlise foi realizada em
triplicata e a concentracdo de proteinas totais foi determinada em relacéo a curva padréo
feita com albumina (0,4 a 2,0 mg/mL). Todos os parametros bioquimicos avaliados no
tecido hepatico foram normalizados pela concentracdo de proteinas obtida no extrato
hepatico.

A andlise descrita acima foi realizada no Laboratério de Bioguimica da Nutri¢do
Aplicada as DCNT da FSP-USP e o coeficiente de variagao aceito foi < 15%.

3.8.3 PERFIL LIPIDICO

As concentragdes de colesterol total (CT) e TG presentes no tecido hepatico foram
detectadas com o auxilio de um espectrofotdmetro calibrado a 500 nm e 505 nm. A
reacdo foi analisada pelos kits comerciais CHOL2 e TRIGL (Labtest®, Labtest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa-MG). Os resultados foram expressos em mg/dL.

A concentragdo de AGNE no extrato aquoso hepatico foi determinada por meio
do método colorimétrico e enziméatico (NEFAS®, Randox Laboratories Limited, Reino
Unido), sendo a concentracdo determinada em espectrofotdometro com deteccdo a 340
nm, sendo os resultados expressos em mg/dL.

Todas as analises descritas acima foram realizadas no Laboratorio de Bioguimica
Aplicada as DCNT da Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-

USP) e em triplicata, sendo o coeficiente de variagao aceito < 15%.
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3.8.4 SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
O conteldo de TBARS no extrato hepéatico foi determinado utilizando-se o

método descrito por OHKAWA et al. (1979) com modificagdes. Ao extrato hepatico
preparado, conforme descrito no item 4.12 (300 uL), foi adicionado 1 mL de solugao
reativa formada pelo acido tiobarbitarico (0,046 M), acido tricloroacético (0,92 M) e
acido cloridrico (0,25 M), sendo posteriormente, incubado em banho-maria fervente
com agitacao constante (100°C) por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 400 pL de
butanol em cada tubo e as amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 2500
rpm. Na sequéncia, foi realizada a leitura de 200 pL do sobrenadante a 535nm. A
quantificagdo de TBARS foi realizada com base na constru¢do de uma curva padrdo
formada por 1,1,3,3 tetraetoxiprapano (TEP) (3,3 a 33,0 nmol/mL). Os valores foram
expressos em nmol de TBARS/mg de proteinas.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, sendo o coeficiente de variacéo
aceito < 15%. A andlise descrita acima foi realizada no Laboratério de Biogquimica da
Nutricdo Aplicada as DCNT da FSP-USP.

3.8.5 DETECCAO DE CITOCINAS INFLAMATORIAS
A concentragdo de citocinas pré-inflamatorias: Interleucina 1b (IL-1b),

Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e da citocina anti-inflamatoria
Interleucina 10 (IL-10) foi avaliada por meio kit comercial da MILLIPLEX® Rat
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay da Merck
EMD Millipore (RECYTMAG-65K-04). As anélises foram realizadas na Rede
Premium (FMUSP). Todas as analises foram realizadas em duplicata. Para realizagcdo
das analises, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 4500 rpm, em
temperatura ambiente por 5 minutos. Para a construcdo da curva padrdo e diluicbes
(microesferas, amostras, anticorpos, estreptavidina-ficoeritrinan e solugdes de lavagem)
seguiu-se as instrucbes da bula dos kits. Foram pipetadas microesferas coloridas
revestidas com anticorpos de captura contra os biomarcadores de interesse em uma
placa com 96 pocos. A seguir, foram pipetadas as amostras, a curva padréo, o branco e
os bloqueadores (quando necessario) e incubadas em agitador de placas (IKA MTS 2/4
digital), de acordo com as instru¢des das bulas dos Kits utilizados. Apos lavagens, o
anticorpo de detecgdo foi adicionado a placa, que passou por novo periodo de

incubacdo. As lavagens foram realizadas em uma lavadora magnética (Bio-plex PRO I
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Wash Station) e as microesferas permanecem retidas na placa pela acdo de um ima. Foi
adicionada, posteriormente, a estreptavidina-ficoeritrina, que emitira sinal fluorescente
quando excitado por diodo emissor de luz do equipamento de leitura, e incubada por um
breve periodo. Apds a lavagem para remocao dos reagentes ndo aderidos, foi adicionada
aos pocos uma solucdo tampdo para serem analisadas no equipamento leitor de
microesferas Magpix Milliplex (Luminex Corp, Austin, Texas, USA), onde 2 LEDS,
um verde com comprimento de ondas de 525nm identifica os biomarcadores, e um LED
vermelho (635 nm) identifica a microesfera, e uma camera com dispositivo de carga
acoplado, que captura essas imagens e envia para o software Xponent 4.2 (Luminex
Corp, Austin, Texas, USA) e posterior analise dos dados € realizada pelo software
Milliplex Analyst 5.1 (EMD Millipore).

As concentracfes dos biomarcadores foram determinadas com base no ajuste da
curva padréo para a intensidade media de fluorescéncia versus pg/mL. As concentragdes
das citocinas foram expressas em pg/mL de acordo com a curva padrdo obtida no ensaio
e, posteriormente, os valores foram expressos em pg/mg de proteinas totais do tecido

hepatico. O coeficiente de variagdo aceito foi < 15%.

3.8.6 FOSFOLIPASE 3 ASSOCIADA A PATATINA (PNPLA3)
A concentragdo do PNPLA3 foi avaliada por meio do kit comercial da
MYBIOSOURCE® especifico para amostras de ratos (Cod. MBS4501951).

Primeiramente, o padrdo (10 ng/mL) foi reconstituido utilizando 1,0 mL do diluente

padrdo, mantido por 10 minutos em temperatura ambiente e agitado suavemente a fim
de evitar formacdo de espumas/bolhas. Em seguida, preparou-se a curva padrdo
contendo 7 pontos em duplicada, incluindo o branco (0 ng/mL a 10 ng/mL). Amostras
diluidas 1:2, padrdes e brancos foram adicionados a placa, seguida de incubagdo por 90
minutos a 37 °C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL da Solucéo de
Deteccdo A. A placa foi coberta com o selador de placas e incubada por 45 minutos a 37
°C. O sobrenadante foi descartado e a placa foi lavada com 300 pL em cada pogo pela
solucdo de lavagem em trés ciclos manuais. A cada lavagem, o liquido restante foi
completamente removido.

Adicionou-se 100 pL da Solucédo de Detecgdo B, cobriu novamente a placa com o

selador e incubou por 45 minutos a 37 °C. ApoOs essa etapa o0 sobrenadante foi
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descartado e a placa foi lavada com 300 uL de solucdo de lavagem em cinco vezes,
seguida da remocdo do liquido e completa secagem em papel absorvente.

Sem exposicdo direta a luz, 90 pL do substrato foi adicionado, sendo a placa
coberta por selador e incubada por 25 minutos a 37 °C. Apds essa etapa, a reacdo foi
bloqueada por meio da adicdo de 50 pL da solucdo de bloqueio e a leitura da placa foi
realizada utilizando espectrofotdmetro a 450 nm. As concentracdes foram expressas em
ng/mL e, posteriormente, ajustas pelas concentracfes de proteinas totais do figado.

A analise foi realizada no Laboratorio de Bioquimica Aplicada as DCNT da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-USP).

4.8.7 MEMBRO 2 DA SUPERFAMILIA DA PROTEINA TRANSMEMBRANA
6 (TM6SF2)

A concentracdo da TM6SF2 foi avaliada por meio do kit comercial da
MYBIOSOURCE® especifico para amostras de ratos (Cod. MBS9343433).
Primeiramente, a curva padrdo (62,5 a 2000 pg/mL) as amostras e o branco foram

incubados, juntamente com o anticorpo secundario conjugado com HRP por 60 minutos
a 37 °C.

Apos descarte do sobrenadante e lavagem da placa (4 ciclos), foi adicionado 50
pL do cromogéneo A e 50 pL do cromogéneo B, sendo este sem contato direto com a
luz. Novamente, a placa foi coberta pelo selador de placas e incubada por 15 minutos a
37 °C. Apds esta etapa, adicionou-se 50 uL do reagente de bloqueio e a leitura da placa
foi realizada utilizando espectrofotdmetro a 450 nm. As concentragdes foram expressas
em ng/mL e, posteriormente, ajustas pelas concentrac@es de proteinas totais do figado.

A analise foi realizada no Laboratério de Bioquimica Aplicada as DCNT da
Faculdade de Saude Pdblica da Universidade de Séo Paulo (FSP-USP) e em duplicata,

sendo o coeficiente de variagdo aceito de < 15%.

3.8.8 FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO 21 (FGF21)
A concentragdo do FGF21 foi avaliada por meio do kit comercial da
MYBIOSOURCE® especifico para amostras de ratos (Cod. MBS2516155).

Primeiramente, foi centrifugado a 10000 g por 1 minuto o tubo contendo o padréo (2000

pg/mL), em seguida foi reconstituido utilizando 1,0 mL do diluente padrdo, mantido por

10 minutos em temperatura ambiente e agitado suavemente a fim de evitar formacéo de
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espumas/bolhas. Em seguida, preparou-se a curva padrdo contendo 7 pontos em
duplicada, incluindo o branco (0 pg/mL a 2000 pg/mL).

Além disso, foram preparados também dois outros reagentes. Para a solucdo de
trabalho de deteccdo biotinilada, anteriormente, foi centrifugado a 10000 g por 1 minuto
o0 tubo contendo o concentrado de detec¢édo biotinilada e, em seguida, foi diluido 120 pL
do deste (100 vezes concentrado) por 14 mL do diluente de deteccdo biotinilada. Para o
preparo da solucdo de trabalho concentrada de conjugado HRP, utilizou-se 120 pL do
conjugado HRP concentrado (100 vezes) para 14 mL do diluente de conjugado HRP.

Amostras diluidas 1:500, padrdes e brancos foram adicionados a placa, sendo essa
coberta pelo selador de placas, e depois incubada por 1 hora a 37 °C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL da solucdo de
deteccdo biotinilada. Novamente, a placa foi coberta pelo selador de placas e incubada
por 45 minutos a 37 °C. O sobrenadante foi descartado e a placa foi lavada com 350 pL
em cada poco pela solucdo de lavagem em trés ciclos manuais. A cada lavagem foi
removido completamente o liquido restante batendo a placa em papel absorvente.

Adicionou-se 100 pL da solucdo de trabalho de conjugado HRP, cobriu
novamente a placa com o selador e incubou por 30 minutos a 37 °C. Ap0s essa etapa 0
sobrenadante foi descartado e a placa foi lavada com 350 pL de solugéo de lavagem em
cinco vezes. A cada lavagem foi removido completamente o liquido restante batendo a
placa em papel absorvente.

Sem exposicdo direta a luz, 90 pL do substrato reagente foi adicionado, sendo a
placa coberta por selador e incubada por 15 minutos a 37 °C. Apds essa etapa, a reacdo
foi bloqueada por meio da adicdo de 50 pL da solucéo de bloqueio e a leitura da placa
foi realizada utilizando espectrofotémetro a 450 nm. As concentracGes foram expressas
em pg/mL e, posteriormente, ajustas pelas concentracdes de proteinas totais do figado.

A anélise foi realizada no Laboratério de Bioquimica Aplicada as DCNT da
Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sdo Paulo (FSP-USP) e em unicata.

3.9 ANALISE EXTRATO LIPIDICO HEPATICO

3.9.1 EXTRATO LIPIDICO

O extrato lipidico foi obtido a partir de 50 mg de tecido hepatico, sendo
acrescentado 3,0 mL de solucdo de KCI (0,1M), preparada com agua milliQ. Em

seguida, o tecido foi homogeneizado com o auxilio de um desmambrador ultrassonico
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por cerca de 20 segundos, a fim de obter a dissolucéo total do tecido. Em seguida, foram
acrescentados 2,0 mL de cloroférmio e 1,0 mL de metanol, seguida de agitacdo em
volrtex por 1 minuto. O extrato obtido foi centrifugado a 3000 rpm, por 15 minutos a
4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e a fase inferior foi utilizada

para a analise de acidos graxos.

3.9.2 PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A partir do extrato lipidico hepatico (400 uL) foram adicionados 1,75mL de
metanol, 100 pL de cloreto de acetila e 50 pL de padrdo interno, contendo 1 mg/mL de
acido tridecanoico (C13) em hexano. Os tubos vedados foram aquecidos a 100°C por
60 min. Apos esta etapa, adicionamos 1,5 mL de hexano e os tubos foram agitados em
vortex durante 1 min. As amostras foram entdo centrifugadas a 1500 rpm, por 2 min, a
4°C (Hitachi® — Himac CR 21Gll), e a fase orgénica (sobrenadante) foi coletada em
tubos Falcon de 15 ml. Este procedimento de extracdo foi repetido por meio da adicéo
de 0,75mL hexano para otimizar a extracdo lipidica. A solu¢do combinada de hexano
foi evaporada no concentrador evaporador Centrivap resistente a acidos (Lanconco®,
modelo 7810016) por 20 min a 40 °C até a total evaporacdo dos solventes organicos. O
residuo seco foi ressuspenso com 300 uL de hexano com a utiliza¢do do banho
ultrassénico (EIma®, modelo D78224) por 5 min. Apds esta etapa, a solucao foi filtrada
utilizando filtros PVDV 0,22 um (Analitica®, modelo 2202225100CW) e armazenada

em inserts dentro de vials para anélise posterior.

O perfil de acidos graxos presente no tecido hepéatico foi determinado em um
cromatografo a gas (Shimadzu, CG-2010), equipado com uma coluna capilar DB-FFAP
(15 m x 0,100 mm x 0,10 um 0 J e W Scientific, Agilent Technologies). O hidrogénio
foi utilizado como gas de arraste, com fluxo de 0,27 mL/min, vazdo de 35 cm/s e
pressdo de 187,8 kPa. O FID foi ajustado a 250°C. As taxas de fluxo de ar sintético, N,
e H, foram, respectivamente, 300, 30 e 30 mL/min. As temperaturas do injetor e do
detector foram de 250 °C e 260 °C, respectivamente. A programacéo de temperaturas da
coluna variou de 100 °C inicial, com retencdo de 0,5 min, rampa de 25 °C/min a 195 °C,
3 °C/min a 205 °C, 8 °C/min a 230 °C, com retencdo de 4 min, 50 °C/min a 245 °C,
retendo por 0,5 min. A razdo Split utilizada no injetor foi de 1:100 e o tempo de corrida
total foi de 15,56 min. O volume de injegdo foi de 2 pl, em injetor automatico AOC
20i. Os acidos graxos foram identificados por meio da comparacdo dos tempos de
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retencdo do padrdo externo FAME (Supelco 37 Component FAME Mix; Sigma-
Aldrich, Céd. CRM47885) com as amostras. O percentual de cada &cido graxo foi
calculado em relacdo a area total dos &cidos graxos analisados a partir do
cromatograma, utilizando-se a metodologia “valley to valley”, na qual os picos sdo
integrados estabelecendo-se o ponto de inicio e final do vale entre os picos, como sendo
a linha de base, sendo o resultado final obtido pela média das triplicatas de cada
amostra. A integracdo foi realizada no software GC Solutions também fornecido pela
empresa Shimadzu.

A andlise descrita acima foi realizada no Laboratério de Componentes

Alimentares e Salde da FSP-USP e o coeficiente de variagio aceito foi < 15%.

3.10 HISTOLOGIA DO TECIDO HEPATICO

A partir do tecido hepéatico armazenado no formol & 10%, foram confeccionadas
laminas (3-5 um), seguida de coloragdo HE. A confeccédo das laminas foi realizada pela
empresa HistoCell e a andlise das imagens foi realizada por medico patologista
colaborador cego Dr. Luis Alberto de Padua Covas Lage (FMUSP). Os parametros
analisados foram os seguintes: 1- Infiltrado inflamatdrio; 2- Deposito de gordura; e 3-
Necrose.

Para avaliar a presenca de infiltrado inflamatdrio crénico foram analisadas células
linfomononucleares por campo (n=5) de avaliacdo utilizando aumento de 50 vezes em
microscopico Optico nas regides de espaco porta (EP) e do parénquima hepatico (P). Foi
considerado infiltrado inflamatério leve (+), quando encontrado 0-5 linfdcitos/campo;
infiltrado inflamat6ério moderado (++), quando encontrado 5-15 linfécitos/campo;

infiltrado inflamatorio intenso (+++), quando localizado 15 ou mais linfocitos/campo.

Para a andlise de infiltracdo de gordura foi definido como auséncia de gordura (0);
infiltracdo gordurosa leve (+), quando a presenca de gordura foi menor que 10% do
parénquima hepatico/ campo analisado com aumento de 10 vezes; infiltracdo gordurosa
moderada (++), quando houve a presenca de gordura em 10-50% do parénquima
hepatico/campo analisado com aumento de 10 vezes; infiltragdo gordurosa intensa
(+++), quando a presenca de gordura for maior que 50% do parénquima hepatico/campo

analisado com aumento de 10 vezes.

A avaliacdo de necrose tecidual baseou-se em duas categorias: O - ausente e + -
presente.
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3.11 COMITE DE ETICA

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-FMUSP),
sob o titulo “Dieta Cetogénica e epilepsia: uma abordagem nutricional focada na
modulacdo morfofuncional do eixo cérebro-intestino e seus aspectos lipidicos,
oxidativos e inflamatdrios” (Proc CEUA 1696/2021) (Anexo 1).

3.12 ASPECTOS FINANCEIROS

Este estudo esta inserido no estudo principal intitulado “Dieta cetogénica e
Epilepsia: Uma abordagem nutricional focada na modulacdo morfofuncional do eixo
cérebro-intestino e seus aspectos lipidicos, oxidativos e inflamatorios” aprovado pela
Fundagdo de amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP) como Auxilio a
Pesquisa Individual (Proc 2020/03529-6), com vigéncia de 01/02/2021 a 31/08/2023
(Anexo 2).

Além disso, o projeto também conta com o auxilio financeiro da Coordenagéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) (n° do processo
88887.609440/2021-00), vigéncia de 01/03/2021 a 31/08/2023.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados sob a forma de média e desvio padrdo. Além
disso, foi realizada a imputacdo de dados faltantes, decorrente do obito de 2 animais ao
longo do experimento, a partir do método Expectation-maximization (EM). Utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk para analisar a normalidade das amostras. Para as variaveis com
distribuicdo normal, foi utilizado o teste paramétrico ANOVA para medidas
independentes, com post hoc de Tukey. Para as variaveis ndo paramétricas utilizou-se o

teste Kruskal-Wallis, com post hoc de Dunnett.

Para as varidveis de medidas repetidas foi utilizado o teste paramétrico ANOVA
para medidas repetidas, com post hoc de Bonferroni. Para as variaveis ndo paramétricas

utilizou-se o teste de Friedman.

Para a andlise de varidveis qualitativas, utilizou-se o teste Qui-quadrado exato de
Fisher. Foi utilizado o programa Statistic Package for the Social Science® (SPSS)
versdo 23 para obtencdo dos testes estatisticos. O nivel de significancia adotado para
todos os testes estatisticos foram de p < 0,05. Para a realizacdo de graficos e figuras foi

utilizado o programa PRISMA vers&o 9.5.1.
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5. RESULTADOS

5.1 COMPOSICAO QUIMICA DAS DIETAS HIPERLIPIDICAS

A racdo hiperlipidica administrada ao grupo DH foi caracterizada como rica em

gorduras animais e, consequentemente, em AGS. A fim de promover melhor adaptagéo

a esse padrdo de dieta, a DH foi introduzida de modo progressivo em termos de

conteddo de gorduras em relagdo aos carboidratos e proteinas, ou seja, a progressao

ofertada seguiu as seguintes proporgdes: 1:1, 2:1 e 4:1, isto é, 1, 2 ou 4 partes de energia

sob a forma de AGS para 1 parte formada pela soma de proteinas e carboidratos. A

Tabela 2 descreve a composicdo das racdes hiperlipidicas produzidas, segundo

proporcéao de gorduras, proteinas e carboidratos.

Tabela 2. Descricdo da composi¢do nutricional teérica das dietas hiperlipidicas produzidas e

administradas aos animais, conforme proporgoes 1:1, 2:1 e 4:1.

NUTRIENTES (%) DH 1:1 DH 2:1 DH 4:1
Proteinas 11,00 8,60 7,10
Carboidratos 19,00 8,10 1,70
Gorduras totais 70,00 83,26 91,20
Gorduras saturadas 50,26 50,27 50,60
Gorduras monoinsaturadas 28,05 27,88 27,50
Gorduras poli-insaturadas 21,69 21,86 21,90
Relacdo W6:W3 10,69 10,67 10,75
Mix minerais 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminas 2,00 2,00 2,00
Celulose 4,00 4,00 4,00
L-cistina 0,30 0,30 0,30
Colina 0,25 0,25 0,25
Tert-butil-hidroquinona 0,0014 0,0014 0,0014
(BHA)

Fosfato de potassio 0,41 0,41 0,41
Calorias (100 g) 559,19 625,11 673,30

Softwares utilizados para céalculo das dietas hiperlipidicas: Dietbox® (2023) e The Food

Processor® (ESHA, 2023).
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5.2 CONSUMO ALIMENTAR E PERFIL ANTROPOMETRICO

O consumo de racdo, assim como o CEA mostraram diferencas significativas em
varios momentos ao longo da intervencéo (Figura 9). Em relacdo ao consumo de racéo
no momento T2, verificou-se que o grupo DF apresentou ingestdo significativamente
menor que o grupo DH (DF = 20,0+3,9 g e DH = 21,7+3,4 g; p=0,003), enquanto o
consumo do grupo DC foi maior que o observado no grupo DH (DC = 32,0+4,0 g e DH
= 21,7+3,4 g; p=0,0027). Nos momentos T3 e T4, os grupos DH e DF mantiveram
perfis semelhantes ao observado no T2 (p=0,0001; para ambos). Em T5, o grupo DC
apresentou maior ingestdo de ragdo tanto quando comparado ao grupo DF (p=0,003)
quanto ao grupo DH (p=0,028).

Quanto ao CEA/gramas, no momento T2, observamos que o grupo DC apresentou
maior diferenca significativa comparada aos grupos DH (DH = 0,069+0,008 e DC =
0,098+0,008; p<0,001) e DF (DF = 0,067+0,009 g e DC = 0,098+0,008 g; p=0,001). Em
T3, o grupo DC apresentou diferenca significativa maior comparada aos grupos DH
(DH =0,066+0,011 g e DC = 0,095+0,017 g; p=0,004) e DF (DF = 0,051+0,007 g e DC
= 0,095+0,017 g; p<0,001). J& em T5, tal varidvel foi maior no grupo DC comparado
aos grupos DF e DH (p<0,001 em ambos).
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Figura 9. Avaliagdo de consumo de racdo (gramas) e do CEA/gramas. DC, dieta controle; DF,
dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para varidveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para variaveis ndao paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

Quando comparamos a variagdo do consumo de ragdo entre os momentos T5 e TO,

n&o foi observado diferenca entre os grupos (Figura 10).
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Figura 10. Delta de consumo de ragdo comparando T5 em relacdo ao TO. DC, dieta controle;
DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

Ademais, foi possivel analisar a quantidade cal6rica do consumo apenas de racao
dos animais, assim como o CEA ajustado pelas calorias (Figura 11). Em relacdo ao
consumo de racdo, em calorias, verificamos que em T1 houve diferenca significativa
entre 0 grupo DF e o grupo DH (DF = 74,2£17,9 kcal e DH = 166,8+12,3 kcal;
p=0,001). No momento T2 observamos que o grupo DC apresentou diferenca em
relacdo aos grupos DF (DC = 94,4+11,9 kcal e DF = 59,0+11,5 kcal; p=0,003) e DH
(DC = 94,4+11,9 kcal e DH = 135,8+21,0 kcal; p=0,001), assim como quando
comparamos o0s grupos DF e DH (DF = 59,0+11,5 kcal e DH = 135,8+21,0 kcal;
p<0,001). No momento T3, o grupo DC apresentou diferenca em relagdo aos grupos DF
(DC = 100,1+16,3 kcal e DF = 50,6+9,2 kcal; p<0,001) e DH (DC = 100,1+16,3 kcal e
DH = 145,5+13,6 kcal; p<0,001), assim como quando comparamos 0s grupos DF e DH
(DF = 50,6+9,2 kcal e DH = 145,5£13,6 kcal; p<0,001). O grupo DF apresentou
diferenca em relacdo ao grupo DH, tanto no momento T4 (DF = 94,4+8,6 kcal e DH =
118,6+3,5 kcal; p<0,001) quanto em T5 (DF = 168,8+15,7 kcal e DH = 100,1+6,2 kcal,
p=0,001).

Quanto ao CEA/calorias, em T1 observamos que houve diferenca significativa
entre o grupo DF e o grupo DH (DF = 0,259+0,054 kcal e DH = 0,626+0,046 kcal,

p=0,002). No momento T2 notamos que o grupo DC apresentou diferencsa
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significativas em relacdo aos grupos DF (DC = 0,290+0,024 kcal e DF = 0,197+0,025
kcal; p=0,017) e DH (DC = 0,290+0,024 kcal e DH = 0,429+0,051 kcal; p<0,001),
assim como diferencga significativa quando comparamos os grupos DF e DH (DF =
0,197+0,025 kcal e DH = 0,429+0,051,0 kcal; p=0,002). Dessa mesma forma, também
foi possivel notarmos no momento T3 que o grupo DC apresentou diferenca
significativa em relagdo aos grupos DF (DC = 0,279+0,051 kcal e DF = 0,149+0,021
kcal; p=0,002) e DH (DC = 0,279+0,051 kcal e DH = 0,447+0,073 kcal; p<0,001),
assim como quando comparamos os grupos DF e DH (DF = 0,149+0,021 kcal e DH =
0,447+0,073 kcal; p=0,013). O grupo DF apresentou diferenca em rela¢do ao grupo DH,
tanto no momento T4 (DF = 0,236+0,015 kcal e DH = 0,315+0,048 kcal; p<0,001)
quanto em T5 (DF = 0,393+0,076 kcal e DH = 0,194+0,028 kcal; p<0,001).

200+ 0.8+
180
160 0,64
= 140+ .
©
£ 1201 g
[} = 0.4
8, 100+ I
& o
804
so- 0.2 e
40+ — DF
DH
20 T T T T . 0.0 T T T T T
T T2 T3 T4 T5 T1 T2 T3 T4 T5
Tempo de intervengao Tempo de intervengéo

Figura 11. Calorias consumidas pelas ractes e CEA/calorias. DC, dieta controle; DF, dieta
frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para variaveis ndo paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

A variacdo no consumo de agua entre grupos foi significativa ao longo da
intervengdo (Figura 12). Em T2, notamos que houve diferenca significativa entre os
grupos DF e DH (DF = 63,9+2,4 mL e DH = 28,8+4,2 mL; p<0,001). No momento T3,
houve diferenca significativa entre os grupos DC e DH (DC = 43,5£10,9 mL e DH =
27,9+1,7 mL; p=0,002) e também foi maior ao compararmos os grupos DF e DH (DF =
43,6+£1,5 mL e DH = 27,9+1,7 mL; p=0,002). No momento T4, o grupo DC apresentou
maior consumo de agua em relacdo a DH (DC = 55,9+12,5 mL e DH = 26,9+4,1 mL;
p<0,001), enquanto o grupo a DF teve maior consumo de dgua em relacdo a DH (DF =
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45,8+2,2 mL e DH = 26,94+4,1 mL; p=0,002). Em T5, observamos perfil semelhante,
isto €, o grupo DC apresentou maior ingestdo de agua em relacdo a DH (DC =
66,2+14,3 mL e DH = 60,8+4,0 mL; p<0,001), enquanto o grupo DF apresentou maior
consumo de agua relacdo a DH (DF = 105,8+14,2 mL e DH = 60,8+4,0 mL; p=0,002).
A comparacdo do delta do consumo de agua (T5 - TO) entre os grupos foi significativa,
onde observamos que o grupo DF apresentou maior ingestdo de dgua que o grupo DC
(DF =67,8£13,7 mL e DC = 17,8+£10,1 mL; p=0,006), assim como em relacéo ao grupo
DH (DF = 67,8+13,7 mL e DH = 20,645,1 mL; p=0,017).
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Figura 12. Avaliagdo de consumo de &gua (mL) ao longo do experimento e do delta de
consumo de agua comparando T5 em relacdo ao TO. DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH,
dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis paramétricas ou Mann-
Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo paramétricas. Nivel de significancia de p <
0,05.

Como foi descrito acima, o grupo DF apresentou um consumo de agua maior

comparado aos demais grupos ao longo dos 100 dias de experimento (Figura 13).
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Figura 13. Avaliagdo de consumo de frutose, em gramas, entre os grupos Dieta Controle (DC),
Dieta Frutose (DF) e Dieta Hiperlipidica (DH) ao longo de 100 dias de interven¢do. DC, dieta
controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Teste ANOVA, com post hoc de Bonferroni
para variaveis paramétrica e teste de Friedman para varidveis ndo paramétricas. Nivel de
significancia de p < 0,05. *, p<0,001 e **, p < 0,005.

Na Figura 14 podemos observar o consumo, em calorias, ao longo do

experimento, tanto de racdo, quanto de frutose diluida em &gua no grupo DF.
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Figura 14. Avaliacdo de ingestdo de calorias totais (racdo + gua, contendo frutose diluida) e do

CEA/calorias, entre os grupos Dieta Controle (DC), Dieta Frutose (DF) e Dieta Hiperlipidica
(DH) ao longo del00 dias de intervengdo. DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta
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hiperlipidica. Teste ANOVA, com post hoc de Bonferroni para varidveis paramétrica e teste de

Friedman para varidveis ndo paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.

Nessa mesma perspectiva, podemos observar na Figura 15, que os animais que
pertenciam ao grupo DF tiveram maior variacdo de delta calorias quando comparados
aos grupos DC (DF = 48,9+15,6 kcal e DC = -14+19 kcal; p=0,002) e DH (DH = -
82,1+£36,2 kcal e DC = -14+19 kcal; p<0,001). Ademais, quando os grupos DC e DH
foram comparados, observamos que o grupo DH teve um consumo calérico
significativamente inferior ao grupo DC (DC = -14+19 kcal e DH = -82,1+36,2 kcal;
p=0,001).
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Figura 15. Delta de calorias consumidas comparando T5 em relacdo ao TO. DC, dieta controle;
DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

Conforme podemos observar na Figura 16, os animais dos 3 grupos tiveram
ganho de peso e crescimento significativo ao longo dos 100 dias de experimento
(p<0,05; para todos grupos). Quando comparamos a variacdo desses parametros ao
longo do tempo, observamos que 0s grupos apresentaram perfis semelhantes.
Entretanto, quando a variagdo do comprimento foi comparada entre 0s grupos,
verificamos que o grupo DH apresentou diferengas significativas entre os grupos DC
(DH = 25,4+0,6 cm e DC = 24,4+0,6 cm; p=0,019) e DF (DH = 25,4+0,6 cm e DF =
23,6£0,4 cm; p<0,001) ao término da intervencéo (T5).
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Figura 16. Avaliacdo de peso e de comprimento ao longo dos 100 dias de intervencdo. DC,
dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey
para variaveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis nao
paramétricas (*, p=0,019 e **, p<0,001).

A Figura 17 confirma as diferencas em relacdo ao comprimento descritas acima,
onde ha a comparacdo dos deltas (T5-T0) entre os grupos, o grupo DH apresentou
diferencas significativas quando comparado com os grupos DC (DH = 5,1 cm 0,4 e
DC = 4,1+0,6 cm; p=0,008) e DF (DH = 5,1+0,4 cm e DF = 3,4+0,5 cm; p<0,001).
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Figura 17. Deltas de peso e de comprimento comparando T5 em relagdo ao TO. DC, dieta
controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para
varidveis parametricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo
paramétricas (*, p<0,001 e **, p=0,008).

5.3 AVALIAGCAO CETOSE E GLICOSE PLASMATICA
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A glicose sanguinea apresentou perfil semelhante entre os grupos do estudo.
Entretanto, quando analisamos a cetose plasmatica observamos que o grupo DH
apresentou aumento significativo em relagdo aos grupos DF (DH = 1,00 mmol/L +0,19
e DF = 0,40+0,14 mmol/L; p=0,010) e DC (DH = 1,00£0,19 mmol/L e DC = 0,46+0,11

mmol/L p=0,044), conforme demonstrado na Figura 18.
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Figura 18. Avaliacdo de glicose e cetose plasméatica no momento final (T5) do experimento.
DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de
Tukey para varidveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para variaveis ndo

paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.

5.4 PERFIL BIOQUIMICO PLASMATICO

De acordo com os pardmetros bioquimicos plasmaticos avaliados (Tabela 3),

o

grupo DF apresentou menores concentracbes das enzimas hepéaticas AST (DF
78,8+16,6 U/L e DH = 116,6+23,9 U/L; p=0,009), ALT (DF = 13,2+2,6 U/L e DH
19,3+3,3 U/L; p=0,016) e FA (DF =0,7£0,6 U/L e DH = 3,8+1,1 U/L; p=0,017) quando

comparado ao grupo DH. Além disso, o grupo DC teve maior concentracdo de FA

quando comparado ao grupo DF (p=0,002). Os demais parametros plasmaticos

apresentaram perfis semelhantes entre 0s grupos.
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Tabela 3. Perfil bioquimico plasmatico dos grupos Dieta Controle (DC), Dieta Frutose (DF) e
Dieta Hiperlipidica (DH) apds 100 dias de intervencéo.

P, DC DF DH
Variaveis

Média (DP) Média (DP) Média (DP)
AST (U/L) 101,0 (14,6) 78,8 (16,6) 116,6 (23,9)**
ALT (U/L) 16,8 (4,0) 13,2 (2,6) 19,3 (3,3)**
GGT (U/L) 51 (4,7) 13,3 (22,8) 13,5 (13,9)
FA (U/L) 11,8 (15,6) 0,7 (0,6)* 3,8(1,1)**
Glicose (mg/dL) 45,9 (8,2) 40,5 (19,2) 41,1 (13,1)
Frutose (mg/dL) 29,6 (12,8) 27,2 (13,5) 39,7 (12,1)

DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica; *DC versus DF e DC versus DF;
**DF versus DH; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; GGT, gama
glutamil transferase; FA, fosfatase alcalina. Resultados expressos em média e desvio paradrdo
(DP). Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis paramétricas ou Mann-Whitney com
post hoc de Dunnet para variaveis ndo paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.

5.5 AVALIACAO DO TECIDO HEPATICO

O grupo DF apresentou um peso médio relativo do tecido hepatico superior ao
grupo DH (DF = 2,7+0,3 g/g de peso corporal e DH = 2,3+0,1 g/g de peso corporal;
p=0,005) (Figura 19).
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Figura 19. Peso bruto e relativo ap6s 100 dias de experimento. DC, dieta controle; DF, dieta
frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

5.6 PERFIL BIOQUIMICO DO TECIDO HEPATICO
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Em relacdo ao perfil bioquimico do tecido hepatico houve resultados
significativos para todas as analises, com excecdo da concentracdo de proteinas totais
(Tabela 4). O colesterol total bruto e ajustado pela concentracdo de proteinas totais do
figado foi maior nos animais do grupo DH, quando comparado aos grupos DC (p=0,006

e p=0,009, respectivamente) e DF (p=0,010 e 0,012, respectivamente).

A concentracdo de triglicerideos absoluta e ajustada pela quantidade de
concentracdo de proteinas do figado também apresentou um aumento no grupo DH
quando comparado aos grupos DC (p=0,003 e 0,007, respectivamente) e DF (p=0,033 e
0,015, respectivamente).

Além disso, a concentracdo de AGNE foi significativamente superior no grupo
DH, quando comparado ao grupo DF, tanto na sua forma absoluta (p=0,002), quanto na
forma ajustada pela concentracéo de proteinas do figado (p=0,001).

A avaliacdo da peroxidacédo lipidica por meio da deteccdo de TBARS no tecido
hepatico mostrou que o grupo DC apresentou concentracbes brutas e ajustadas
superiores aos grupos DF (p=0,002 e <0,001, respectivamente) e DH (p<0,001, para

ambos 0S grupos).

Tabela 4. Perfil bioquimico do tecido hepéatico dos grupos Dieta Controle (DC), Dieta Frutose
(DF) e Dieta Hiperlipidica (DH) ap6s 100 dias de interveng&o.

Variaveis DC DF DH
Média (DP) Média Média

Proteinas totais(mg/mL) 27,4 (1,0) 29,1 (2,2) 28,2 (1,3)
Colesterol Total (mg/dL) 94,2 (6,2) 97,7 (14,6) 167,8 (28,1)*.**
Colesterol total (mg/mg de * "k
proteinas totais) 34,4 (2,6) 33,6 (4,5) 59,6 (8,3) *.
Triglicerideos (mg/dL) 196,7 (21,6) 208,7 (12,2) 387,4 (45,2)*,**
Triglicerideos (mg/mg de
proteinas totais) 12,2(8.7) 12,2 138,3 (14,6)*.**
AGNE (mmol/L) 2,7(0,4) 2,4 (0,3) 6,0 (1,0)**
gg.\sl)E (mg/mg de proteinas 0,09 (0,01) 0,10 (0,01) 0,20 (0,03)**
TBARS (nM/dL) 1484,9 (85,7) 12355 (103,7)* 11434 (122,0)*
;I;I?;?\SI)?S (mg/mg de proteinas 543 (3.7) 42.6* 407 (4.7)*
FGF21 (pg/mL) 0,421 (0,012) 0,425 (0,01) 0,431 (0,033)
PNPLA3 (ng/mL) 2,73 (0,06) 2,80 (0,04) 2,26 (0,20)**
TM6SF2 (pg/mL) 261,9 (25,3) 274,9 (39,6) 282,6 (45,2)
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DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica; *DC versus DF e DC versus
DH; **DF versus DH; NEFA, acidos graxos ndo esterificados; TBARS, substancias reativas
ao &cido tiobarbitarico; FGF21, fator de fibroblasto 21; PNPLAS3, fosfolipase 3 associada a
patatina; TM6SF2, membro 2 da superfamilia da proteina transmembrana 6. Resutados
expressos em média e desvio paradrdo (DP). Testes ANOVA com post hoc de Tukey para
variaveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo
paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.

5.7 INCORPORACAO DE ACIDOS GRAXOS NO TECIDO HEPATICO

Ao analisarmos a incorpora¢do dos acidos graxos as membranas celulares do
tecido hepético ap6s 100 dias de intervencdo foi possivel observar diferencas
significativas induzidas pelos diferentes tipos de dietas (Tabela 5).

Em relacdo aos AGS, os acidos butirico, estedrico, capréico, behénico e
lignocérico apresentaram valores de incorporacdo no tecido hepatico superiores nos
animais do grupo DF, quando comparado ao grupo DH (p=0,001, p=0,001, p<0,001,
p=0,001 e p=0,003, respectivamente). Além disso, o acido butirico e o acido estearico
também foram maiores no grupo DH do que no grupo DC (p<0,001 e p=0,001,
respectivamente). Ja os animais do grupo DH teve menor incorporacdo dos acidos
caproico, behénicoe heptadecandico quando comparado ao grupo DC (p=0,005,
p=0,005 e p=0,017, respectivamente.

Os animais do grupo DH, quando comprados ao grupo DF, apresentaram aumento
dos acidos graxos laurico (p=0,026), miristico (p=0,048), pentadecandico (p<0,001) e
oleico (p<0,001). Ademais, o grupo DH apresentou maior incorporagdo desses mesmos
acidos, exceto o laurico, quando comparado ao grupo DC (&cido miristico, p=0,004;
acido pentadecadendico, p<0,001; e acido oleico, p<0,001).

Dentre os MUFA o acido cis-11-eicosandico apresentou variacdo significativa
apos 100 dias de intervencdo, com valor superior no grupo DH quando comparado ao
grupo DC e DF (p=0,010 e 0,014, respectivamente).

Os animais do grupo DF teve menor percentual de &cido gama-linolénico quando
comparado ao grupo DC. Além disso, o grupo DH apresentou menores quantidades de
acidos graxos cis-8,11,18-eicosatriendico (p=0,019), araquidénico (p<0,001) e DHA
(p<0,001), quando comparados ao grupo DC. Os acidos araquiddnico e DHA também
foram significativamente maiores nos grupos DF comparados ao DH (p=0,002 e
p=0,003, respectivamente). Ja o acido gama-linolénico foi menor no grupo DF quando

comparado ao grupo DH (p=0,016).
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Os animais do grupo DH em comparacdo aos grupos DF e DC tiveram maiores
incorporagdes de acidos linolénico (ambos p<0,001), assim como o &cido cis-11,14-
eicosadienoico que foi maior no grupo DH, porém comparado apenas ao grupo DF
(p=0,033). Ja o EPA foi menor no grupo DH quando comparado aos grupos DF e DC
(ambos p<0,001).
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Tabela 5. Incorporacéo de &cidos graxos em membranas celulares dos grupos Dieta Controle (DC), Dieta Frutose (DF) e Dieta Hiperlipidica (DH) apds 100
dias de intervencdo, expressos em %.

o DC DF DH
Variaveis (%)

Média (DP) Média (DP) Média (DP)
Acido Butirico (C4:0) 1,034 (0,261) 0,958 (0,157) 0,411 (0,212)*,**
Acido Caproico (C6:0) 0,032 (0,009) 0,040 (0,011) 0,011 (0,008)*,**
Acido Caprilico (C8:0) 0,011 (0,006) 0,026 (0,020) 0,007 (0,004)
Acido Caprico (C10:0) 0,019 (0,005) 0,032 (0,019) 0,015 (0,004)
Acido Undecanoico (C11:0) 0,017 (0,008) 0,017 (0,010) 0,062 (0,134)
Acido Léurico (C12:0) 0,119 (0,076) 0,166 (0,281) 0,467 (0,122)**
Acido Miristico (C14:0) 0,302 (0,156) 0,366 (0,152) 1,107 (0,272)*,**
Acido Miristoleico (C14:1) 0,015 (0,011) 0,053 (0,052) 0,030 (0,006)
Acido Pentadecanoico (C15:0) 0,124 (0,013) 0,115 (0,025) 0,173 (0,021)*,**
Acido Cis-10-Pentadecanoico (C15:1) 0,155 (0,347) 2,288 (5,536) 0,146 (0,351)
Acido Palmitico (C16:0) 21,497 (0,321) 23,523 (3,955) 19,490 (1,078)**
Acido Palmitoleico (C16:1) 0,244 (0,126) 0,853 (0,180)* 0,205 (0,191)**
Acido Heptadecanoico (C17:0) 0,898 (0,232) 1,557 (2,383) 0,347 (0,288)*
Acido Cis-10-Heptadecanoico (C17:1) 0,018 (0,009) 0,038 (0,027) 0,051 (0,010)*
Acido Esteérico (C18:0) 19,710 (3,044) 18,926 (4,029) 9,800 (3,458)*,**
Acido Oleico (C18:1 n9-cis) 6,780 (3,108) 8,345 (2,694) 19,150 (4,001)*, **
Acido Elaidico (C18:1 n9-trans) 1,687 (0,309) 3,168 (0,819)* 0,296 (0,696)%*, **
Acido Linoleico (C18:2 né-cis) 15,461 (3,463) 12,065 (2,992) 30,275 (5,682)*,**
Acido Linolelaidico (C18:2 n6-trans) 0,635 (0,994) 0,038 (0,019) 0,095 (0,139)
Acido Gama-linolénico (C18:3 n6) 0,747 (0,576) 0,023 (0,008)* 0,633 (0,128)**
Acido Linolénico (C18:3 n3) 0,381 (0,088) 0,171 (0,056) 0,569 (0,546)
Acido Araquidico (C20:0) 0,081 (0,044) 0,252 (0,322) 0,121 (0,061)
Acido Cis-11-Eicosandico (C20:1) 0,062 (0,032) 0,061 (0,017) 0,231 (0,063)*. **
Acido Cis-11,14-Eicosadiendico (C20:2) 0,158 (0,050) 0,137 (0,168) 0,314 (0,070)**



Acido Cis-8,11,18 Eicosatriendico (C20:3 n6)

Acido Heneicosandico (C21:0)

Acido Araquiddnico (C20:4 n6)

Acido Cis-11,14,17 Eicosatriendico (C20:3 n3)
Acido Eicosapentaendico (EPA) (C20:5 n3)
Acido Behénico (C22:0)

Acido Er(cico (C22:1 n9)

Acido Cis-13,16-Docosadienoico (C22:2)
Acido Docosahexaenoico (DHA) (C22:6 n3)
Acido Lignocérico (C24:0)

Acido Nervonico (C24:1)

Omega 3

Omega 6

MUFA

PUFA

AGS

1,620 (0,449)
0,052 (0,032)
22,183 (3,101)
0,023 (0,008)
0,174 (0,064)
0,127 (0,023)
0,047 (0,019)
0,064 (0,044)
5,051 (0,622)
0,424 (0,069)
0,084 (0,016)
5,630 (0,664)
45,855 (1,512)
9,090 (3,518)
46,497 (1,500)
44,403 (3,064)

2,202 (1,401)
0,037 (0,038)
18,788 (3,034)
0,043 (0,062)
0,126 (0,035)
0,141 (0,038)
0,033 (0,014)
0,333 (0,610)
4,530 (0,466)
0,719 (0,565)
0,154 (0,094)
4,865 (0,481)

37,783 (3,960)*

14,986 (5,994)

38,451 (3,510)*

46,840 (5,319)

0,845 (0,353)**
0,128 (0,209)
11,148 (3,433)* **
0,020 (0,005)
0,413 (0,106)* **
0,063 (0,027)*,**
0,029 (0,014)
0,031 (0,055)**
3,301 (0,500)* **
0,163 (0,136)**
0,036 (0,029)**
4,304 (0,622)**
46,611 (1,636)**
20,172 (2,989)*
47,644 (1,708)**
32,335 (4,527)* **
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DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica; *DC versus DF e DC versus
DH; **DF versus DH; MUFA, &cidos graxos monoinsaturados: miristoleico, cis-10-
pentadecanoico, cis-11-eicosandico, palmitoleico, cis-10-heptadecanoico, oleico, elaidico,
ertcico, nervonico; PUFA, &cidos graxos polinsaturados: &cido Linolénico, &cido cis-
11,14,17 eicosatriendico, eicosapentaenodico, docosahexaendico, linoleico, linolelaidico,
gama-linolénico, é&cido cis-11,14-eicosadiendico, é&cido cis-8,11,18 eicosatriendic
araquidonico, &cido cis-13,16-docosadienoico; AGS, &cidos graxos saturados: butirico,
capréico, caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico, estearico, lignocérico, araquidico,
behénico, undecandico, tridecanoico, heneicosanoico, pentadecanoico, heptadecanoico,
tricosanoico; Omega 3: 4cido linolénico, 4cido cis-11,14,17  eicosatrienoico;
eicosapentaendico; docosahexaendico; Omega 6: linoleico, linolelaidico, gama-linolénico,
acido cis-11,14-eicosadiendico, &cido cis-8,11,18 eicosatriendico, araquiddnico, &cido cis-
13,16-docosadienoico. Resutados expressos em média e desvio paradrdo (DP). Testes
ANOVA com post hoc de Tukey para varidveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc
de Dunnet para variaveis nao paramétricas. Nivel de significancia de p <0,05.

Os MUFA foram significativamente maiores no grupo DH, quando
comparados ao grupo DC (p=0,001). J& os PUFA, no grupo DF, apresentaram
conteudo inferior comparado aos grupos DC e DH (ambos p<0,001). Porém, os
acidos graxos saturados totais foram menores no grupo DH quando comparado aos
grupos DC (p=0,001) e DF (p<0,001) (Figura 20).
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Figura 20. Concentracdo, em percentual, de PUFA, MUFA e AGS ap6s 100 dias de
experimento. DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA
com post hoc de Tukey para variaveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de

Dunnet para variaveis ndo paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.

Conforme mostrado na Figura 21, o percentual total de dmega 3 foi menor no
grupo DH comparado ao grupo DC (p=0,004). Ja o perfil de 6mega 6 foi menor no
grupo DF tanto comparado ao grupo DH quanto ao grupo DC (ambos p<0,001).
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Figura 21. Concentracéo, em percentual, de 6mega 3 e dmega 6 apos 100 dias de experimento.
DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de
Tukey para varidveis paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para variaveis ndo

paramétricas. Nivel de significancia de p < 0,05.
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5.8 CONCENTRACOES DE CITOCINAS

A concentracdo de citocinas no tecido hepatico pode ser observada na Figura 22.
O grupo DF apresentou concentragdes maiores e significativas para todas as citocinas
pré-inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a), quando comparado aos grupos DC (p=0,015;
0,016; 0,003, respectivamente) e DH (p<0,001 para estas citocinas). A IL-10 também
foi superior no grupo DF quando comparado aos grupos DC (p=0,002) e DH (p<0,001).
A IL-6 no grupo DH foi significativamente menor quando comparada ao grupo DC
(p<0,001), assim como a IL-10 no grupo DH foi significativamente menor quando

comparada ao grupo DC (p<0,001).
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Figura 22. Concentracdo de citocinas pré e anti-inflamatdria. DC, dieta controle; DF, dieta
frutose; DH, dieta hiperlipidica. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis
paramétricas ou Mann-Whitney com post hoc de Dunnet para variaveis ndao paramétricas. Nivel

de significancia de p < 0,05.

5.9 ANALISES DE PROTEINAS ASSOCIADAS A ESTEATOSE HEPATICA
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A PNPLA3 mostrou aumento significativo no grupo DF quando comparado ao
grupo DH (p=0,001), embora tenha sido semelhante ao grupo DC (p=0,306). As
proteinas FGF21 e TM6SF2 apresentaram perfis semelhantes entre os grupos (Figura

23).
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Figura 23. Concentracdo de fosfolipase 3 associada & patatina (PNPLA3), fator de crescimento
de fibroblasto 21 (FGF21) e membro 2 da superfamilia da proteina transmembrana 6 (TM6SF2)
no tecido hepatico entre os grupos Dieta Controle (DC), Dieta Frutose (DF) e Dieta
Hiperlipidica (DH) ap6s 100 dias de experimento. PNPLA3, fosfolipase 3 associada a patatina;
TM6SF2, membro 2 da superfamilia da proteina transmembrana 6; FGF21, fator de crescimento
de fibroblasto 21. Testes ANOVA com post hoc de Tukey para variaveis paramétricas ou Mann-
Whitney com post hoc de Dunnet para varidveis ndo paramétricas. Nivel de significancia de p <

0,05.

5.10 HISTOLOGIA DO TECIDO HEPATICO
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A partir da analise histolégica do tecido hepatico, mostrado na Tabela 7, foi
possivel observar que houve significativa infiltracdo inflamatdria no grupo DH, quando
comparado com os grupos DC (p=0,048) e DF (p=0,002). Quando avaliamos a presenca
de infiltracdo de gordura no tecido hepatico, foi possivel identificar aumento
significativo no grupo DH, quando comparado aos grupos DF (p=0,015) e DC
(p=0,048). Nenhum dos grupos apresentou desenvolvimento de necrose tecidual ao
longo do experimento.

Tabela 6. Andlise histoldgica do figado dos grupos Dieta Controle (DC), Dieta
Frutose (DF) e Dieta Hiperlipidica (DH) ap6s 100 dias de intervencao.

Variaveis be PF PH
n (%) n (%) n (%)

Infiltrado inflamatdrio

Nio 4 (40,0) 6 (60,0) 0

Sim 1(16,7) 0 5(83,3)*.,**
Infiltrac&o de gordura

N&o 4 (44,4) 5 (55,6) 0

Sim 1(14,3) 1(14,3) 5(71,4)*.**

DC, dieta controle; DF, dieta frutose; DH, dieta hiperlipidica; *DC versus DF e DC
versus DH; **DF versus DH n, frequéncia; %, percentual; teste Exato de Fisher. Nivel
de significancia de p < 0,05.

Na Figura 24, temos a fotomicrografia do tecido hepéatico aumentado 40x.
Podemos observar a presenca de goticulas de gorduras na imagem referente ao grupo
DH, assim como de infiltrados inflamatérios. As imagens correspondentes aos grupos
DC e DF sdo semelhantes entre si.
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Figura 24. Fotomicrografia do tecido hepatico aumentando 40x. DC, dieta controle; DF, dieta
frutose; DH, dieta hiperlipidica. As setas azuis demonstram pequenos linfocitos maduros
entremeados entre 0s lencGis de hepatdcitos, indicando o infiltrado inflamatério crénico, leve
(DC), moderado (DF) e moderado a acentuado (DH). As setas vermelhas indicam
microgoticulas de gordura (esteatose hepatica microgoticular) e as setas verdes indicam as
macrogoticulas de gordura (esteatose hepatica macrogoticular).
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, o consumo excessivo de frutose e lipideos impactou
negativamente e, por vias metabdlicas distintas, o metabolismo lipidico, a inflamacao e
0 desenvolvimento da esteatose hepatica. Esses resultados podem ser parcialmente
explicado pelas caracteristicas intrinsecas do desenho experimental, onde foi
administrada 30% de frutose a agua (GF), assim como pelo perfil qualitatativo de acidos

graxos da DH (90% das calorias totais), ambas consumidas ad libituim.

O consumo de frutose e, consequentemente, de calorias por meio da ingestéo de
agua foi significativamente superior aos grupos DC e DH, embora esse grupo tenha
apresentado reducdo no consumo de racdo. Perfil semelhante foi descrito no estudo de
Dos Santos et al. (2020), onde os camundongos alimentados com racgdo padrao e frutose
administrada na &gua (10%) apresentaram ingestdo hidrica 85% superior ao grupo
controle. Alimentos altamente palataveis, como a frutose, quando consumidos de forma
crbnica, pode ter como consequéncia neuroadaptacbes nas vias interligadas a
recompensa da dopamina, impactando os mecanismos homeostaticos e hedbnicos que

controlam o comportamento alimentar (WISS, 2017).

Entretanto, os estudos de Yamazaki et al. (2018) e Dias et al. (2020), ambos
baseados na administracdo de frutose na agua (20% e 10%, respectivamente) e consumo
ad libitum de &gua e racdo, mostraram que o consumo calérico, ganho de peso e
comprimento foram semelhantes entre os grupos ap6s 160 e 60 dias de intervencao,
respectivamente. Mais recentemente, Maya-Romero et al. (2022) descreveram uma
maior ingestdo de dgua e uma reducdo compensatdria no consumo de ragdo dos animais
que receberam frutose (11%) na agua. Assim como também podemos observar no
estudo de Milutinovi¢ et al. (2020), no qual o grupo que ingeriu dgua contendo 20% de
frutose, durante 9 semanas, apresentou menor consumo de ragdo e maior ingestdo

calorica; perfil semelhante ao observado no presente estudo.

Além do impacto que a frutose na agua exerceu no consumo calérico do grupo
DF, devemos considerar a elevada densidade calérica da DH (6,73 kcal/g de racéo),
quando comparada as DC (2,95 kcal/g de racdo) e DF (4,15 kcal/g de ragdo + agua).
Previamente, Garman (2021) relatou que o0s animais que consumiram racoes
hiperlipidicas apresentaram um maior consumo calérico. Em nosso estudo, a maior

densidade calorica se associou diretamente a reducdo no consumo de ragdo, ou seja, -
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0,92% (grupo DC), -3,73% (grupo DF) e -5,02% (grupo DH). Recentemente, Sandoval-
Salazar (2023) observou que a ingestdo alimentar dos animais que consumiram DH
(40% de lipideos) foi 30% menor que o grupo controle.

Embora em nosso trabalho os animais que consumiram as DH e DF tenham
apresentado um consumo de racdo reduzido ao longo do tempo e ingestdo caldrica
maior no grupo DF, o ganho de peso foi semelhante entre os grupos. Apesar disso, a
taxa de crescimento no grupo DH foi superior aos demais grupos. Esse perfil esteve
associado ao menor consumo de proteinas no grupo DF, uma vez que 12,1% das
calorias foram consumidas na forma de proteinas pelos animais desse grupo, enquanto o
grupo DH consumiu 23% de proteinas. De acordo com a AIN93-G, o crescimento
adequado de ratos depende do aporte calorico e proteico adequados (BARNARD, 2009;
LIEN, 2001). No caso do grupo DH, a dieta administrada era hipercalorica e

normoproteica, garantindo o crescimento adequado.

Apbs a realizacdo de um levantamento bibliogréafico, foi possivel identificar que
hd basicamente duas estratégias experimentais utilizadas para analisar os efeitos
negativos em relacdo ao consumo excessivo de frutose, isto é, frutose adicionada em
agua ou frutose utilizada ingrediente na producéo da racdo. No estudo de Mhd Omar et
al. (2021), os animais foram alimentados com frutose (50%) adicionada na racao por 12
semanas. Os animais do grupo DF ingeriram maior quantidade caldrica quando
comparado ao grupo que ingeriu dieta rica em amido com adicdo de
frutooligossacarideos (FOS), porém ndo houve diferenca significativa em relacdo ao
peso corporal dos animais. Ademais, no estudo de Rai (2020), dentro os 4 grupos
experimentais, 1 teve intervencdo com ragdo contendo 65% de frutose, ao longo de 20
semanas. O ganho de peso entre os grupos foi semelhante. Anteriormente, o estudo de
De Castro (2015), descreveu que o grupo frutose (63% - racdo) e consumo ad libitum,
ndo induziu diferencas significativas quanto ao ganho de peso corporal e comprimento

ao longo dos 90 dias de experimento, quando comparado ao seu controle.

Garcia-Berumen et al. (2019) avaliaram o impacto de 42 dias de intervencao
com 25% de frutose administrada na agua ad libitum. Essa estratégia promoveu, ao
contréario do nosso estudo, um maior ganho de peso nos animais que receberam dieta
com adicgéo de frutose em dgua comparada ao grupo controle. No entanto, no estudo de
Souza et al. (2022), todos os animais, quando filhotes, ingeriram dieta controle desde o
desmame até atingirem a idade adulta, e depois um dos grupos, o grupo frutose,
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consumiu frutose dos 120 aos 150 dias de idade. O grupo que recebeu agua contendo
15% de frutose, também ad libitum, ao longo de 30 dias, apresentou maior ingestdo de
liquido e reduzida ingestdo de racdo, o que favoreceu ao consumo calérico semelhante
entre os dois grupos. Além disso, a dieta com frutose ndo impactou no ganho de peso
corporal dos animais. Em experimento realizado por Berenyiova (2021) ao longo de 8
semanas, embora os animais do grupo que ingeriram frutose a 10%, diluida em &gua, ad
libitum tenham consumido maior quantidade de liquido, ingestdo de racdo foi menor,
quando comparada ao grupo controle. Também nao houve diferenca no ganho de peso

corporal dos animais.

O crescimento corporal adequado de animais em estudos experimentais é
associado ao ganho de peso, a partir de padrdes de referéncias (NEVES et al., 2013). O
referencial de dieta padrdo para ratos e camundongos, a AIN-93, apresenta uma
composicdo centesimal diferente da DH do presente estudo, isto é, a dieta padrdo
contém cerca de 7,1% de lipidios, sendo a principal fonte de gordura o 6leo de soja,
18,1% de proteinas e 59,3% de carboidratos (REEVES et al., 1993).

Nos estudos de Bielohuby et al. (2013; 2011), duas intervencgdes com diferencga
na proporcao de macronutrientes foram propostas, a qual apresentou possiveis efeitos da
inadequacdo de proteinas sobre a ingestdo alimentar dos animais. O grupo que recebeu
19,1% de proteinas apresentou peso corporal similar quando comparado ao grupo
controle, enquanto que aqueles que receberam DH, contendo 5,5% de proteinas na ragao
apresentaram um peso corporal inferior ao final do experimento. Além disso,
Gianfranca et al. (2020) demonstraram em estudo, que ratos submetidos a uma dieta
pobre em acidos graxos essenciais apresentaram no final do experimento peso corporal
50% inferior ao grupo controle, sugerindo também um efeito negativo da deficiéncia
desses 4&cidos graxos no crescimento. Contudo, ao analisarmos dois estudos
experimentais de periodos mais longos, 40 (DHANDAPANI et al., 2019) e 22 semanas
(ELLENBROEK et al., 2014) os animais apresentaram peso final superior e similar ao

grupo controle, respectivamente.

No presente estudo podemos observar que independente da dieta consumida pelos
animais, houve ganho de peso significativo ao longo do tempo. Dentre os 3 grupos,
pode-se notar que, no momento final (T5), os animais do grupo DF tiveram ganho de
peso corporal menor, sendo tal efeito observado tambem nos resultados de Mahmood et
al. (2019) e Lozano et al. (2016). Em contrapartida, assim como nos estudos de Szabé et
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al. (2021) e de Woodie & Blythe (2017), os animais do grupo DH tiveram ganho de
peso mais acentuado. Além disso, houve maior crescimento nos animais que receberam
DH. Tais resultados corroboram positivamente em relacdo ao desenvolvimento desses

animais.

Em conjunto, nossos resultados e também aqueles descritos na literatura mostram
que o consumo excessivo de frutose e lipideos pode exercer impacto metabdlico
negativo e diferente a depender da quantidade e tipo de nutriente, via de administracéo e

duracdo da intervencao.

O monitoramento da cetose urinaria e plasmatica tem sido um parametro
universalmente aceito como medida de adesdo a intervencdo e estabilidade da resposta
metabolica frente ao consumo regular de DH (DRABINSKA, 2022; HARVEY, 2018).
A DH é capaz de aumentar a sintese de corpos cetonicos (B-hidroxibutirato,
acetoacetato e acetona), sendo o BHB, o biomarcador mais estavel e monitorado na
rotina clinica (DYNKA, 2022; GUPTA, 2017; PUCHALSKA, 2017). Conforme
esperado, o grupo DH apresentou concentracdes significativamente superiores de cetose
quando comparado aos grupos DC e DF, embora todas as analises tenham sido feitas
apos jejum de 12 horas. A presenca ou ndo de jejum na coleta de material bioldgico em
estudos de intervencdo com DH é um ponto importante a ser considerado para fins de
comparagao entre os estudos. Fisiologicamente, a cetose plasmatica e cetonuria refletem
a duracdo do jejum, independente do padrao dietético prévio. Em nosso estudo, optamos
por manter todos os grupos sob jejum de 12h para normalizar ndo so6 a cetose, mas todos
os demais biomarcadores analisados. O consumo duradouro de DH promove elevacgédo
do BHB, em detrimento da reducédo da glicose na fase aguda. Essa hipoglicemia relativa
tende a ser normalizada com a ativacdo da neoglicogénese. Apesar dessa resposta
fisiologica, em situacBes onde a metabolizacdo dos corpos cetdnicos é limitada, como
por exemplo, na presenca de deficiéncia carnitina palmitoil transferase (CPT), o BHB se
acumulara ao nivel sanguineo, estimulando a reducdo no pH e, consequentemente, a
cetoacidose (FUJIKURA, 2021; PAOLI, 2014). No presente estudo, o grupo DH néo
apresentou cetoacidose, nem diferenca significativa na glicemia, quando comparado aos
grupos DC e DF, possivelmente devido a estabilizacdo da resposta metabolica apos 100

dias de intervencao.

Outro aspecto importante observado no presente estudo relacionado ao
metabolismo dos carboidratos se refere ao perfil semelhante de frutose plasmatica
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observada entre os trés grupos apos a intervencao. A frutose é absorvida por meio de um
processo Na-dependente; fato que contrui para um processo mais lento de absorcao,
quando comparada a glicose (FUCHS, 2019; TAPPY, 2018; TAPPY & ROSSET,
2017). Apesar disso, sua biodisponibilidade plasmatica é maior, pois ha preferéncia
metabolica quando comparada a glicose (LAUGHLIN, 2014). Nosso estudo nao
observou acimulo de frutose no grupo DF, possivelmente porque esse grupo tinha uma
menor oferta de glicose, tornando a frutose o nutriente mais disponivel para manter a

homeostase energética e também glicémica.

No presente estudo, mesmo quando a frutose foi administrada a 30%, observamos
que parte dessa frutose foi utilizada para a geracdo de energia, havendo somente um

excesso parcial deste nutriente disponivel para estimular as vias lipogénicas.

A literatura descreve amplamente o papel negativo do excesso de frutose, assim
como de lipideos, no metabolismo lipidico (JOHNSON, 2018; TASKINEN, 2019;
ZHANG et al., 2016). Nossos resultados mostram que a nivel hepatico, a frutose ndo foi
capaz promover aumento na concentracdo de CT, TG e AGNE. De modo contrério, no
estudo de Shimada et al. (2023), em que 0 grupo de animais que consumiu ragédo
contendo frutose (65%), em um periodo de 7 dias, apresentou maior concentracdo de
TG ao nivel hepatico comparado ao grupo controle. De modo semelhante, no estudo de
Pektas et al. (2017), o grupo que recebeu agua contendo 10% de frutose, ad libitum
durante 24 semanas apresentou maior concentracdo de TG hepatico, quando comparado

ao grupo controle.

De acordo com Ferramosca (2014), as DH s&o capazes de inibir a lipogénese
hepatica, porém promovem acimulo de TG no figado. Tal acumulo pode ser
consequéncia da alta captacdo de AG, a menor oxidacdo desses. Estudos mostram que a
administracdo de frutose associada a DH promove elevacdo nas concentracdes de TG
hepatico superior ao impacto isolado da frutose e lipideos, conforme observado nos
estudos de Lee (2015) e Zaki (2019). Nossos resultados mostraram que o grupo DH
apresentou maiores concentragdes de CT, TG e AGNE ao nivel hepético. De acordo
com Moore (2019) a DH estimula a sintese de AGNE e, consequente, seu acimulo ao

nivel hepatico, sob a forma de TG.

Estudos prévios do nosso grupo mostraram que criancas e adolescentes sob

tratamento dietoterdpico com DH ricas em AGS e PUFA apresentaram elevacao

75



significativa no CT e TG plasmatico apds 90 e 180 dias de intervengdo (PRUDENCIO,
2017). Importante destacar que o consumo de DH rica em PUFA esteve associado a
menor incidéncia de dislipidemias, confirmando o potencial modulador dos &cidos
graxos PUFA no metabolismo lipidico (IZAR et al., 2021). A DH utilizada em nosso
estudo foi pobre em PUFA, tendo apresentado uma razdo AGS/PUFA de 0,73%.

A avaliacdo do perfil de AG ao nivel hepéatico nos trés grupos experimentais
mostrou um perfil ndo correlacionado aos AG consumidos. Esse fato exigira maior
aprofundamento e avaliacdo de outros compartimentos corporais para que conclusdes
mais robustas sejam delineadas. Apesar disso, as diferencas observadas entre o perfil de
AG nas ragBes e aqueles incorporados as membranas celulares do tecido hepatico
sinalizam para uma intensa metabolizacdo e sinteses de AG promovida pelos diferentes
padroes de dieta. Embora os PUFA sejam biologicamente essenciais devido sua
limitada sintese corporal (CURI, 2001), observamos que o grupo DH apresentou maior
conteddo de PUFA e MUFA, quando comparado ao grupo DF, destacando-se 0
acumulo de 6mega-6. Apesar desse perfil, chama a atencdo a semelhanca no contetdo
de 6mega-3 nos trés grupos experimentais. Os PUFA 6émega-3 sdo AG de cadeia longa,
com presenca de ligacdo dupla, isto é, presenca de instauracdo (CALDER, 2017). A
nivel hepatico, o 6mega-3 promove a oxidacao hepatica de AG, reduzindo a sintese de
TG a partir da inibicdo de SREBP-1c e ChREBP, isto é, fatores de transcri¢do nuclear
que estimulam DNL (SCORLETTI, 2018).

Perfis lipidicos e inflamatdrios, como analisados no presente estudo, variaram
conforme a composicdo dietética, isto é, ratos alimentados com uma dieta rica em
frutose ou hiperlipidica refletem distintamente no perfil hepatico, como também foi
observado por Jensen et al. (2018). Dietas ricas em frutose e lipidios também tém sido
descritas como fatores importantes na ativacdo de enzimas inflamatorias hepéticas
(MAZZOLI, 2021; PARRY, 2017) e no desenvolvimento de esteatose hepatica
(GOEDEKE et al., 2018; SCHULMAN, 2014; HYDES, 2021). No presente estudo, as
concentracdes sericas de AST, ALT e FA foram maiores no grupo DH, enquanto o
grupo DF apresentou perfil semelhante ao grupo DC. O estudo de Fakhoury-Sayegh
(2019) avaliou o efeito de diferentes concentracbes de frutose (10%, 20% e 30%)
adicionada na racdo e ad libitum. Observou-se que 0s grupos com maior consumo de
frutose apresentram menor concentracdo de AST, enquanto 0s animais com menor

consumo, apresentram aumento na ALT.
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Drescher et al. (2019) avaliaram o impacto das DH nas enzimas hepaticas e
observaram que ndo houve um perfil Unico de resposta para as enzimas inflamatorias
mais estudadas. Esses autores descrevram que as DH promoveram resposta semelhante
na AST, enquanto que somente o grupo que consumiu DH apresentou maior
concentracdo de ALT. De modo contrario, Miah et al., (2021) descreveram que ratos
alimentados com DH apresentaram aumento de todas as enzimas hepaticas avaliadas
(AST, ALT e FA).

Além das enzimas hepaticas, nds investigamos as mudangas nas concentragdes de
citocinas induzidas pelo elevado consumo de frutose e lipidios. Nossos resultados
mostraram que os animais do grupo DF apresentaram a elevacdo de todas as citocinas
inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a)). Houve também aumento na IL-10 no grupo DF.
Surpreendentemente, a IL-10 e IL-6 no grupo DH foram menores que as concentracoes
observadas no grupo DC. De acordo com Basaranoglu (2013), 0 consumo excessivo e
continuo de frutose favorece a ativacdo e manutencdo de diversas vias pro-
inflamatorias. A inflamagdo cronica e de baixa intensidade, tipicamente observada ao
nivel plasmatico (DE CASTRO, 2013; NAKAMURA & TERAUCHI, 2013) e também
no tecido hepéatico (DISTEFANO, 2020; TAKAHASHI, 2012) pode preceder o
desbalangco no metabolismo lipidico e favorecer o desenvolvimento da esteatose
hepatica. Embora esse perfil seja amplamente descrito na literatura, tanto em modelos
animais, quanto em humanos, nossos resultados mostram que o excesso de frutose e

lipideos modula de modo diferente as vias inflamatdrias.

Na ultima década, o papel bimodal da IL-10 nos processos inflamatérios tem
atraido a atencdo dos pesquisadores. De acordo com Wu (2022), a producao irregular de
diversas citocinas, inclusive a IL-10, é capaz de promoverem a ativacdo do sistema
imune e também a autotoleréncia. A IL-10 é considerada uma citocina anti-inflamatoria
importante para equilibrar tanto a resposta imune em um processo infeccioso e
inflamatdrio, porém, assim como outras citocinas, como IL-19, IL-20, IL-22 e IL-26,

sdo também importantes nos processos pro-inflamatorios.

Ademais, No estudo de Do (2018) tambem foi possivel observar o aumento das
citocinas IL-1B e TNF-q, tanto nos animais alimentados com dieta hiperlipidica (61%
de gorduras), quanto naqueles que ingeriram dieta rica em frutose (65% de carboidratos

na racdo, sendo 85% na forma de frutose e 15% da sacarose).
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Em conjunto, nossos resultados e outros previamente descritos mostram que
diversas vias de sinalizacdo inflamatoria sdo capazes de agir ao nivel hepatico
modulando negativamente o metabolismo lipidico (CHUNG et al., 2015). Foi possivel
observar no estudo de Glass & Olefsky (2012), que baixas doses de LPS sdo capazes de
estimular a DNL e a lipolise, sendo ambas responsaveis pela efluxo de AGNE dentro do
tecido hepatico e, com isso, 0 aumento na producdo de TG. O LPS é capaz de induzir a
producdo de diversas citocinas inflamatorias.

As vias inflamatdrias retroalimentam a geracédo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, contribuindo para a modificagdo de biomoléculas envolvidas no
desenvolvimento de diversas doengas (IM et al., 2021), incluindo as hepéticas.
Considerando que o excesso no consumo de frutose e lipidios promoveu a ativacédo de
citocinas inflamatdrias e aumento de enzimas hepaticas, respectivamente, é plausivel
que essas alteragcbes tenham estimulado os processos oxidativos. Nossos resultados
mostraram um perfil contréario ao binémico inflamag&o-oxidacdo, onde os grupos DF e
DH apresentaram valores de produtos de peroxidacdo lipidica (TBARS) inferiores ao
grupo DC. Esse perfil foi observado na forma bruta de TBAR S e ap6s ajuste pela
concentracdo de proteinas totais hepaticos. No estudo de Zaki (2019) avaliou o efeito da
DH na concentragcdo de TBARS em ratos, ao longo de 6 semanas de experimento. O
grupo que ingeriu dieta rica em frutose (55% kcal/g adicionada na racdo) apresentou
concentracdo superior de TBARS hepatico apds ajuste pelas proteinas, quando

comparado ao grupo controle.

Os resultados do presente estudo sinalizam para a ativacdo de vias inflamatorias e
oxidativas associadas a alteragcbes no metabolismo lipidico que sdo compativeis com o
desenvolvimento da esteatose hepética ndo alc6oodlica induzida pelo consumo excessivo
de frutose e lipidios. Com base nestes parametros bioquimicos, investigamos alguns
biomarcadores e realizamos a analise histoldgica associada a esteatose hepéatica. O
grupo DF apresentou o peso relativo do figado superior aos grupos DH e DC. O estudo
de Jang et al. (2018) descreveu que a captacdo de frutose ao nivel hepatico €
diretamente proporcional ao consumo, isto é, ndo ha feedback negativo mesmo na
presenca de ingestdo excessiva de frutose. E importante considerar o contexto do
excesso no consumo de frutose, por exemplo: a dieta € normo ou hipercalérica? No
estudo citado acima, observamos ingestdo normocaldrica, entretanto, no presente

estudo, verificamos que o grupo DF apresentou uma ingestdo caldrica superior aos
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grupos DC e DH, onde a frutose representou no mento final do experimento 31,74% dos
carboidratos totais e 35,85% das calorias totais. Quando a frutose é absorvida pelo
figado, ela é fosforilada a partir da enzima KHK-C, produzindo precursores da
gliconeogénese e da DNL, além de que a frutose dietética também promove a DNL
(ZHAO et al., 2020); vias que podem explicar parcialmente o peso de figado mais

elevado no grupo DF.

O impacto dos lipideos no desenvolvimento da esteatose hepatica pode ser
influenciado pela qualidade dos AG presentes na dieta (SILVA et al., 2017). Varios
estudos observaram efeitos benéficos de uma dieta rica em PUFA na DHGNA, em
modelos animais (CHEN et al., 2016; DEPNER, 2013; HANKE, 2013; SHANG et al.,
2017; SONI, 2015). No estudo de Wang et al. (2017), animais que consumiram DH rica
em AGS (45% das calorias) em um periodo de 4 dias apresentaram acumulo de gordura
no figado, porém quando houve substituicdo parcial dos AGS pelos PUFA, houve
reversao do acumulo lipidico ao nivel hepéatico. No estudo de Bargut (2014), observou-
se que apdés 8 semanas de intervencdo, 0 grupo que consumiu DH desenvolveu
obesidade, esteatose hepatica, hipertrigliceridemia e RI. Entretanto, os animais que
receberam dieta hiperlipidica com alto teor de 6leo de peixe, isto é, 6mega-3 (238 g de
6leo de peixe/kg de dieta), ndo desenvolveram as alteragBes descritas acima, tendo,
apresentando também reducdo da lipogénese e elevacdo do processo de B-oxidagdo. Em
sintonia com esses estudos, observamos que 0s animais que consumiram DH
apresentaram maior infiltrado inflamatdrio e depdsitos de gorduras, quando comparado
aos grupos DF e DC. Esse perfil se contrapde ao elevado peso relativo do figado
observado no grupo DF, embora esteja alinhado com o acumulo de CT, TG e AGNE,

observados no grupo DH.

Apesar dos avangos descritos na literatura, a etiologia da DHGNA permanece
amplamente desconhecida. Embora a inflamacéo, o estresse oxidativo e as alteracdes
lipidicas no tecido hepético estejam presentes na esteatose hepética, sua evolugdo parece
depender de fatores geneéticos. O presente estudo avaliou como a frutose e os lipidios
modulam alguns destes marcadores. A PNPLAS3 possui atividade semelhante a lipase,
sendo capaz de promover a hidrélise das ligagdes éster dos TG no tecido hepatico
(KUMASHIRO et al., 2013). Um estudo realizado por Huang et al. (2010) com
camundongos mostrou que a expressdo do PNPLA3 é sensivel as dietas ricas em

carboidratos. Nossos resultados estiveram em sintonia com esse estudo ao mostrar que o
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grupo DF apresentou maior concentragdo de PNPLA3, impactando possivelmente na
modulacdo da SREBP-1c e ChREBP, que atuam no metabolismo lipidico ao nivel
hepético, estimulando a DNL.

De modo contrario, 0 FGF21 ndo apresentou mudanca signficativa entre os
grupos, embora o grupo DH tenha sinalizado uma média absoluta superior aos demais
grupos. O FGF21 esta associado a captacdo de glicose no TA e também com processo
oxidativo de AGNE pelo tecido hepatico. Dessa forma, a presenca do FGF21 reduz a
ocorréncia da esteatose hepéatica (KEINICKE et al., 2020; TANAKA et al., 2015;
TILLMAN & ROLPH, 2020).

De modo semelhante, o TM6SF2 ndo variou entre 0s grupos, mas foi
quantitativamente maior no grupo DH. O TM6SF2 é responsavel pelo aumento da
secrecdo de VLDL, frente a maior disponibilidade de AGNE no tecido hepético e,
portanto, sua elevacdo, esta envolvida na prevencdo da infiltracdo lipidica ao nivel
hepatico. Nos estudos de Newberry et al. (2021) e de Smagris (2016) a delecdo de
TM6SF2 hepatico provocou reducdo na secrecdo de VLDL, o que estimulou o
desenvolvimento de esteatose hepética, fibrose e até mesmo HCC destes animais.

No estudo de Lee (2015), realizado com ratos, que foram distribuidos em 4 grupos
(dieta padrao, dieta rica em frutose diluida a 30% em &gua, dieta hiperlipidica e dieta
com gordura e frutose), foi possivel observar o desenvolvimento de esteatose hepética
nos grupos que forneceram simultaneamente gordura e frutose, mas também no grupo
DH, assim como no presente estudo. Além disso, no estudo de Do (2018), o qual os
animais foram distribuidos em 4 grupos (dieta padrdo, dieta rica em gordura, dieta rica
em frutose e dieta rica em glicose), observamos gque 0s animais que consumiram maior
quantidade de gorduras apresentaram estetatose hepatica grave, conforme observado nas
analises histoldgicas. No estudo de Li et al. (2013) foi possivel identificar a presenca de

infiltrado inflamatorio nos animais que consumiram DH.

Embora muitos estudos experimentais tenham 5-6 animais por grupo, a ampla
variabilidade observada entre os animais de um mesmo grupo pode ter impactado na
andlise estatistica. Portanto, os resultados obtidos devem ser alvo de novos

experimentos visando ampliar o tamanho amostral.

Como fortalezas, nossos resultados apresentam um amplo espectro de

marcadores bioquimicos e histologicos, além do monitoramento de parametros de bem
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estar animal, tais como consumo de racdo e agua ad libitum, que asseguraram uma
ingestdo caldrica que garantiu ganho de peso e comprimento adequados ao longo dos
100 dias de experimento.
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7. CONCLUSAO

O excesso no consumo de frutose e lipidios promoveu danos ao tecido hepatico.
Embora a frutose tenha impactado negativamente nas citocinas inflamatdrias, na enzima
hepética (FA) e na PNPLA3, com consequente aumento no peso relativo do figado; os
animais submetidos & DH apresentaram maiores alteragdes lipidicas e inflamatérias ao
nivel hepatico, marcadores que influenciaram o desenvolvimento de esteatose hepatica.
Portanto os resultados obtidos nos permitem concluir que ambos — frutose (30%) e
lipideos (90%), quando consumidos de forma crénica (100 dias) promovem inflamacao

e acimulo de lipideos ao nivel hepatico compativeis com a DHGNA.
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APENDICES

APENDICE 1. Protocolos de coleta de dados.

Protocolo 1- Identificacdo dos animais

ITENS NECESSARIOS: formulario padrdo, caneta permanente, luva para manipular
animal .

No dia 1 do experimento (T0), logo apds o recebimento dos animais:
1. Identificar cada animal utilizando caneta permanente;
2. Marque a cauda do animal com 1-2-3-4-5-6, linhas fortes continuas a depender
do nimero de animais;
3. No formuldrio de identificagdo registre cada animal ao seu ID (numérico) de
com o grupo de intervencao:
2 primeiros digitos — Grupo
2 ultimos digitos — ID animal
0101 — Grupo Controle e recebendo dieta ragdo comercial e agua filtrada
0201 — Grupo recebendo dieta ragdo comercial e 4gua filtrada enriquecida com
frutose
0301 — Grupo recebendo dieta hiperlipidica e agua filtrada
4. Identificar cada caixa com a respectiva dupla de animais. Utilize uma
ficha/cartdo padrao plastificado a ser fixado na parte externa de cada caixa;
= Numero do CEUA
Nome do pesquisador responsavel
Telefone de contato para emergéncias
Identifica¢do do grupo experimental
Identifica¢dao dos animais

U A R

Numero da gaiola

Protocolo 2- Mensurac¢io do peso dos animais

ITENS NECESSARIOS: Ficha de monitoramento do peso, caneta, balanca digital,
pilhas, caixa para pesar animais, luvas para manipular animal.

Para a mensuragao do peso dos animais adotar o seguinte protocolo:

1- No dia anterior at¢ o momento de pesagem dos animais ndo suspender a
ingestao de racdo e de agua;

2- No dia da pesagem dos animais escolher um horario para a pesagem dos
animais e registra-lo. Por ordem de ID prosseguir com a pesagem dos
animais. O horério de pesagem dos animais e a ordem dos mesmos devera
ser mantida nos experimentos seguintes;
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3- Separar uma caixa para que o animal possa ser acondicionado durante a
pesagem;

4- Ligar a balanca e certificar-se que a mesma se encontra zerada;

5- Colocar a caixa sobre a superficie da balanca de forma centralizada e na
sequéncia tarar a balanga. Pegue o animal pelo dorso e transfira-o da gaiola
para a caixa, apos estabilizagdo da balanga registre o peso do animal
adotando duas casas decimais como referéncia. Repita esse processo 3 dias
consecutivos e posteriormente calcule a média de peso. Registre o peso final
nas respectivas fichas de avaliagao;

6- Repetir esse procedimento nos 3 ultimos dias antes de iniciar cada propor¢ao
(1:1; 2:1; 4:1) da DC e nos 3 ultimos dias de experimento;

7- No TO0 de experimentagdo e antes do inicio da dieta calcule a média de peso
e 0 IMC (indice de Lee) dos animais. Apds essa etapa, distribua os animais
entre os grupos de intervengao de modo que cada grupo fique pareado;

8- Utilizar formulario padrdo para registrar o peso dos animais por grupo
experimental, por dia, por gaiola, por animal e sua respectiva média;

9- O pesquisador deve assinar o formulario ao término de cada dia de
monitoramento;

Protocolo 3 - Mensura¢iao do comprimento nasocaudal dos animais

ITENS NECESSARIOS: ficha de monitoramento do comprimento, caneta, luvas para
manipular animal, régua de 30 cm, fita crepe.

1-

2-

No TO0, T4 e TS5 realizar a mensuracdo do comprimento dos animais sem
suspensao da ingestdo de racao e agua;

Pegue o animal pelo dorso e coloque 0 mesmo em posicao ventral em uma
superficie plana;

Utilizando uma fita métrica inelastica ou uma régua, fixada com fita crepe em
uma superficie plana;

Posicione o animal de forma paralela a fita/régua e faga a afericdo da medida
nasocaudal, conforme Figura 1;

Repita 3 vezes consecutivas essa medida e registre o comprimento do animal
utilizando uma casa decimal de referéncia;

Calcule a média do comprimento nasocaudal de cada dia de coleta.

O pesquisador deve assinar o formuldrio ao término de cada dia de

monitoramento.
. HEAD+ BODY LENGTH :

T3> %7 -

Figura 1. Afericdo da medida nasocaudal.
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Protocolo 4 - Avaliacdo de ingestao hidrica e de raciao

ITENS NECESSARIOS: Formulario para registro de consumo hidrico, formulario para
registro de consumo de ragdo, luvas para manipulacdo de animais, caneta, proveta
graduada, balanca digital, pilhas.

1-

A ingestdo hidrica e de racdo serd avaliada e registrada durante trés dias
consecutivos e, posteriormente, serd obtido uma média por gaiola e por
animal, considerando que cada gaiola terd 2 animais;

Determinar um hordario para dispor a ra¢do e a 4gua nas gaiolas, e no dia
seguinte no mesmo horario seguir com o registro de consumo;

Antes de distribuir a ragdo e a agua nas gaiolas:

Pese a racdo utilizando balanca de precisdo e registre o peso em gramas
usando uma casa decimal;

Meca a quantidade de dgua usando uma proveta e anote a quantidade em
ml administrada;

No dia seguinte pesar e medir o volume de sobra de ragdo e dgua por
gaiola e registrar na ficha de avaliacdo e completar com mais racao e
agua, fazendo o devido registro;

Devera ser considerado como sobra de ragdo apenas a quantidade
armazenada na grade de alimentagdo, sobras que estejam dentro da
gaiola devem ser desconsideradas;

Utilizar formulario padrao para registrar a ingestao hidrica e de ra¢do por
grupo experimental, por dia, por gaiola, por animal e sua respectiva
média;

O pesquisador deve assinar o formulario ao término de cada dia de
monitoramento.

Protocolo 5 — Monitoramento da cetose sanguinea e glicemia

ITENS NECESSARIOS: xilol, algoddo/cotonete, luvas, agulha para pungio
18x30/seringa de insulina, fita de cetose, fita de glicose, monitor de cetose/glicose,

formulario padrdo para registro de cetose sanguinea e glicemia.

1- O monitoramento da cetose sanguinea e glicemia serdo realizados entre o
momento T4 e TS e no final do experimento (T5);

2- O sangue deve ser coletado pela cauda de cada animal;

3- Para facilitar a pungdo da veia caudal sera aplicado com algodao xilol e apds 5
minutos sera realizada a pungao;

4- O sangue serd aplicado diretamente sobre a fita de cetose/glicose e essa sera
imediatamente lida pelo monitor;
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5- Utilizar formulario padrao para registrar os valores de cetose sanguinea e de
glicemia por animal e por dia;

6- O pesquisador deve assinar o formulario ao término de cada dia de
monitoramento.

Protocolo 6 — Sacrificio dos animais, coleta de sangue e retirada de 6rgaos

ITENS NECESSARIOS: caixa de armazenagem (10x10 cm), cilindro de gas carbénico,
guilhotina, isopor, alfinetes, pingas, tesouras cirirgicas, bisturis;

1. Identifique cada formulério conforme grupo, ID e data. Prepare 01 ficha para
cada animal;

2. O animal deve ser colocado em caixa de armazenagem, a qual deve ser tampada
por um objeto de vidro que tenha um acesso central para receber, com o auxilio
de uma mangueira, o gas carbdnico advindo do cilindro;

3. Esperar por cerca de 1 minuto ¢ meio (quando o animal estiver desmaiado),
desligar o cilindro, esperar por mais 1 minuto e guilhotina-lo;

4. Apds a decapitacdo, coletar o sangue utilizando 1 tubo falcon de 50 ml,
previamente identificado, contendo 5 ml de EDTA a 10% (espera-se obter de 4-
5 ml de sangue). Homogeneizar o sangue com EDTA, vagarosamente;

5. Mantenha o tubo falcon protegido da luz e imediatamente transferido para a
geladeira;

6. O sangue obtido sera centrifugado (3000 rpm, 15 min, 4°C), sendo o
sobrenadante transferido para uma proveta para afericao e registro do volume;

7. Acrescentar os inibidores de proteases, aprotinina (10 pg/mL), benzamidina (10
uM), fluoreto de fenilmetilsulfonila-PMSF (5 uM) e o antioxidante 2,6-di-tert-
butil-p-hidroxitolueno-BHT (100 uM), conforme proporg¢do de plasma obtido;

8. Distribuir plasma em cada eppendorf identificado e distribuir volumes,
conforme tipos e quantidades de andlises a serem feitas;

9. Transportar 1,5-2 ml do concentrado de hemacias para tubo eppendorf de 2-3
ml;

10. Armazenar plasma e hemacias a -80C até momento das analises;

11. Em paralelo a armazenagem no sangue coletado na geladeira, iniciar
procedimento cirurgico para retirada dos 6rgaos perfundidos, utilizando isopor
para posicionar o animal, alfinetes para fixar os animais ao isopor, pingas,
tesouras cirurgicas, bisturis para coleta dos 6rgaos;

12. Identificar cada 6rgdo, fazer limpeza por imersao em solugao fisioldgica, pesar e
registrar em formulério padrao;

13. Seguindo proporcionalidade anatomica, cada 6rgao deverd dividido em 2 partes.
Uma das partes ira para a preparacao de laminas (H/E, imuno-histoquimica),
sendo assim, armazenados embalados em papel aluminio no freezer -80°C;

14. A outra parte dos tecidos serdo armazenados em formaldeido e mantidos em
geladeira até a realizacdo das andlises;
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15. Utilizar formulério padrao para registrar as informagdes referentes a coleta de
sangue total, sacrificio e retirada de 6rgaos, segundo grupo experimental, dia,
por animal;

16. O pesquisador responsavel por cada etapa deve assinar o formulario ao término
de cada dia de monitoramento.
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APENDICE 2. Fichas de monitoramento dos animais.

@GETOUSP

MONITORAMENTO DO PESO DO ANIMAL

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Peso —dia 1 (g): Data: Horério:
Peso — dia 2 (g): Data: Horério:
Peso — dia 3 (Q): Data: Horério:
Media do Peso (g):

Pesquisador:

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Peso —dia 1 (g): Data: Horério:
Peso — dia 2 (g): Data: Horério:
Peso — dia 3 (Q): Data: Horério:

Meédia do Peso (g):

Pesquisador:
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@GETOUSP

MONITORAMENTO DO COMPRIMENTO NASOCAUDAL DO ANIMAL

1D: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Horario:

Comprimento — dia 1 (cm):
Comprimento — dia 1 (cm):
Comprimento — dia 1 (cm):

Meédia do Comprimento —dia 1 (cm):

Pesquisador:

Data:

I__

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Data:

Horario:

Comprimento — dia 1 (cm):
Comprimento — dia 1 (cm):
Comprimento — dia 1 (cm):

Média do Comprimento —dia 1 (cm):

Pesquisador:

I
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ﬁOFfFOUSP

MONITORAMENTO DO CONSUMO DE AGUA

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Consumo de dgua —dia 1 (g): Data: /| Horério:
Consumo de agua — dia 2 (g): Data: _ / /  Horério:
Consumo de &gua — dia 3 (g): Data: /|  Horério:
Média do consumo de &gua (g):

Pesquisador:

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Consumo de 4gua —dia 1 (g): Data: /|  Horério:
Consumo de agua — dia 2 (g): Data: _ / /  Horério:
Consumo de &dgua — dia 3 (g): Data: /| Horério:

Média do consumo de &gua (g):

Pesquisador:
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ﬁOFfFOUSP

MONITORAMENTO DO CONSUMO DE RACAO

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Consumo de ragdo —dia 1 (g): Data: __ / /  Horério:
Consumo de racdo — dia 2 (g): Data: /| Horério:
Consumo de ragdo — dia 3 (g): Data: /|  Horério:
Média do consumo de racéo (Q):

Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA):

Pesquisador:

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

Consumo de ragdo — dia 1 (g): Data: /| Horério:
Consumo de racdo — dia 2 (g): Data: _ / /  Horério:
Consumo de ragao — dia 3 (g): Data: /| Horério:

Meédia do consumo de racéo (g):

Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA):

Pesquisador:
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@CETOUSP

MONITORAMENTO DE CETOSE E GLICEMIA SANGUINEA

ID: CEUA:

MOMENTO DO ESTUDO:

CETOSE SANGUINEA GLICEMIA
DATA
Pesquisador:
ID: CEUA:
MOMENTO DO ESTUDO:
CETOSE SANGUINEA GLICEMIA

DATA

Pesquisador:
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/%
- CETOUSP

FICHA DO SACRIFICIO

CEUA: ID:
Grupo:

Data / [/ Horario: : até

Técnica de sacrificio: Guilhotina
Responsavel:

Técnica de fixacao:
Solucao de fixacao:

Quantidade:

Responsavel:

Retirada de 6rgéos:

ORGAO LIMPEZA

PESO

Cérebro (restante)

Hipocampo

Hipotalamo

Lobo frontal

Rins

Figado

Coracéo

Baco

Pancreas

Pulmd®es

Intestino

TA visceral

TA subcutaneo

Mousculo
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Responsavel:

Destino da carcaga:

Armazenagem da carcaca:

Lacre:

Local de descarte:

Responsavel pelo descarta:
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ANEXOS

ANEXO 1. Termo de Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEUA-FMUSP).

MEDICINA
'SP

Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo

Avenida Dr. Arnaldo, 455
Pacaembu — Sdo Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Dieta cetogénica e Epilepsia:
Uma abordagem nutricional focada na modulacdo morfofuncional do eixo
cérebro-intestino e seus aspectos lipidicos, oxidativos e
inflamatorios”, registrada com o n° 1696/2021, sob a responsabilidade de
Néagila Raquel Teixeira Damasceno e Julia Galbiati de Souza, apresentada pela
Faculdade de Saude Publica da USP - que envolve a producdo, manutencdo e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 05/11/2021

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Inicio: 01-12-2021  Término: 31-12-2022
Espécie/linhagem/raca Rato wistar
N° de animais 56
Peso/ldade 8 semanas
Sexo machos
Origem Biotério do ICB
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A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 05 de novembro de 2021

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMUSP

e-mail: ceua@fm.usp.br

107



ANEXO 2. Termo de outorga e aceitacdo de auxilios.

M FAPESP

Para uso exclusivo da
FAPESP

Falha: Violume:
Rubrica:

Anexo 2. Termo de outorga e acertagio de auxilios.
FUNDA(;EO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAD PAULO
TERMO DE OUTORGA E ACEITAC.&D DE AUXILIOS PROCESSO

2020/03529-6

Pelo presente instrumento, a Fundag&o de Amparo a4 Pesquisa do Estado de S&o Paulo, com sede na Rua Pio XI,

n® 1.500, Alto da Lapa, Sao Paulo, Capital, inscrita no CNPJ/MF sob n® 43.828.151/0001-45, doravante

denominada OUTORGANTE, por meio de seu Conselho Técnico-Administrativo, nos termos do Artigo 14, letra "b",

da Lei Estadual n® 5918, de 18 de outubro de 1960, concede ao OUTORGADO, a seguir qualificado,

Auxilio para a realizacéo do Projeto de Pesquisa a seguir especificado, nas instalagbes e com o apoio

da INSTITUICAO SEDE, de acordo com as especificagfes, clausulas e condigfes descritas a seguir e nos

Anexos, que passam a ser parte integrante deste Termo.

1.OUTORGADO:

2.Correspondéncia:

3.Instituicdo Sede:

4.Projeto de Pesquisa:

§.Linha de Fomento:

6.Area/Subarea:

7.Coordenacéo:
8.Periodo da Vigéncia:
9_Relatérios Cientificos:

10.Prestagoes de Contas:

Nagila Raquel Teixeira Damasceno
CPF: 480.082.493-15
RG: 39202677-SSP/SP
Rua Anete Queiroz Lacerda - 136, Jardim Bonfiglioli, S&o Paulo/SP, CEP

05591-080
nagila@usp.br

Faculdade de Salde Publica/FSP
Universidade de S&o Paulo/USP

Dieta cetogénica e Epilepsia: Uma abordagem nutricional focada na
modulagio morfofuncional do eixo cérebro-intestino e seus aspectos lipidicos,

oxidativos e inflamatérios

Programas Regulares / Auxilios a Pesquisa / Projeto de Pesquisa / Projeto de

Pesquisa - Regular
Nutrigéo

Bioquimica da Nutri¢io
Saude |

01/02/2021 a 31/01/2023
30/01/2022, 28/02/2023
28/02/2022, 28/02/2023
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CURRICULO LATTES

Jalia Galbiati de Souza

Endereco para acessar este CV: http://lattes.mpq.bry2633696569807325
ID Lattes: 2633696569807325
Uitima atualizacio do curiculo em 05053021

Atualmente, mestranda em Nutricio em Salde Plblica pela Faculdade de Salde Plblica (FSP) da
universidade de 530 Paulo (USP), bolsista CAPES. Graduada em Nutricdo pela Universidade Federal de Alfenas
(UMIFAL/MG). Possui Espedalizacdo em Atencdo Cardiovascular, a partir do Programa de Residénda
Multiprofissional com énfase em Cardiclogia no Hospital S3o Paulo (HSP), o qual € vinculado a Universidade
Federal de S8o0 Paulo (UNIFESP/SF). Atua nas areas de Nutric8o Clinica e Nutricdo nas Doencas Crbnicas Nao
Transmissiveis (DCNT), com énfase nas doencas cardiovasculares. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Jilia Galbiati de Souza-Tge

Nome em citagbes bibliogrificas SOUZA, ). G

Lattes iD @ hirp:j/1attes cnpa.br/2633696569807325
Endereco

Formagdo académica/titulacdo

2021 Mestrado em andamento em Nutricio em Sadde Pablica.
Universidade de S50 Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Impacto das Dietas High-fat Low-carb (HFLC) e High-carb Low-fat {HCLF) no
Desenvolvimento da Esteatose Hepatica no Contexto da Epilepsia.

Orientador: ﬁ Dra. Nagila Raquel Teixeira Damascenc.
Bolsista dofa): Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Mivel Superior, CAPES,
Brasil.
2019 - 2021 Especializacho em Atenclo Cardiovascular. (Carga Hordria: 5760h).
Universidade Federal de S8a Paule, UNIFESF, Brasil.
Titule: ELABORACAD DE PROTOCOLO DE TERAPIA NUTRICIONAL ENTERAL NO CHOQUE
CARDIOGENICO.
Orientador: Dr® Ana Licia da Silva Castra Montalezi,
Bolsista do(a): Ministério da Educacio, ME, Brasil,
2014 - 2018 Graduacio em Nutricio.
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG, Brasil.
Titulo: Capacidade de indicadores antropométricos e dietéticos na predigio de alteraclies
na pressio arterial em adultos do municipio de Alfenas-MG.
Orientador: Fernanda de Carvalhe Vidigal.
2008 - 2010 Ensing Médio (29 grau).
Fundacio Educacional da Alta Mogiana, FEAM%%20C0C, Brasil.

Formacdo Complementar

2021 - 2021 Como fazer citaclo e referéncia de acordo com a ABNT. (Carga hordria: Sh).
Universidade Federal de 580 Carlos, UFSCAR, Brasil.
2021 - 2021 0 potencial inexplorado da fdelizacho. (Carga hordria; 4h).
Amor em Mutric, AMOR EM NUTRIR, Brasil.
2020 - 2020 Atualizaghes em Prevencio de Doencas Cardiovasculares. (Carga hordria: 4h).
Secad, SECAD, Brasil,
2020 - 2020 Propedéutica cardiovascular na atenclo basica. (Carga hardria: 60h).
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.
2020 - 2020 Abordagemn do sobrepeso @ obesidade na atencio primaria & saldde. (Carga hordria: 30h).

Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC, Brasil.
2020 - 2020
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Nagila Raquel Teixeira Damasceno

Baolsista de Produtividade em Pesquisa do CNPg - Nivel 2

Enderegn para acessar este OV hitpe) flathes onpg. b B 25881 02B091 TE1
1D Lattes: 729581028091 781
Ultima stualizacio do curmioulo em 071082023

Professora Associada do Departaments de Nutricho da Faculdade de Salde Piblica da Universidade de Sio
Paule (FSP-USP), responsivel pelo grupo de pesquisa em Oxidaches Bioldgicas @ Metabolismo Lipidico Aplicade
35 Doencas Cronicas MBS0 Transmissiveis (OxLIPID) e coordenadora do Laboratdrio de Bioquimica da Mutricdo
Aplicada as Doencas Crinicas Nio Transmissiveis. Nos Gltimos anas tem coordenado pesquisas na drea de
Mutricio e Doencas Cronicas (DOV, Obesidade, cincer, Epilepsia e Doencas Neurodegenerativas), com énfase em
aspectos lipidicos, oxidativos e inflamatdrios modulados por Acidos graxos e outros companentes nutricionais, E
orentdara dos Programas de Pds-graduacio em Nutricio e Salide Piblica e Pés-graduacla em Cardiologia. E
Diretora da Divisio de Mutricdo e Dietética do Haspital Universitirio (HU-USP), membro da Diretoria de
Departarments de Mutricho da SOCESP, membro do Conselhe Deliberative do Instibubo Macional de Fluidos
Complexos (INCT-FCx) & Nicleo de Pesquisas em Fluidos Complexos (NAP-FCx), além de fazer parte de
comisstes universitdrias (Congregacio, Conselho do Departamento de Nutricho, Biossequranca @ Residénda
Multiprofissional). Coordenow o Programa de Cooperacio Intemacional Brasil-Suécia (CAPES-STINT, 2014-2018)
e, atualmente, colabora com projeto de cooperacio internacional BrasiFAlemanha (FAPESP-FAPESC-Greifswald,
desde 2018). Mantém colaboractes cientificas nacionais [(UFPI, UECE, UFC, UFF, FURB) e internacionais
{Universidade de Harvard, Universidade de Barcelona, Universidade de Umea e Universidade de Greifswald). Tem
intersa atuacio ao nivel de extensBo universitéria, tendo concedida mais de 50 enbrevistas e coordenado mais
de 20 projetos nos Gltimos 5 anos. Em parceria com a SOCESP, Centro Universitdrio Sio Camilo e INCT-FCx, é&
coordenadora da Plataforma EAD para capacitacio de professores de ensino bdsioo & médio sobre Educacdo
Alimentar @ Mutricional como estratégia para a prevenco de doencas cardiovasculares e morbidades associadas
FEDUCA. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Nagia Raguel Teixera Damasceno

Nome em citacdes bibliograficas DAMASCENO, N. R. T.;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL TEIXEIRA; DAMASCENO,
N.R.T.;DAMASCENO, NAGILA RAQUEL TEIXEIRA; DAMASCENO, NAGILA R; DAMASCENO,
NAGILA R_;Damesceno NR; DAMASCENO, NR; Damasceno NRTTEIXEIRA DAMASCENO,
NAGILA RAQUEL; DAMASCENO, NAGILA;DAMASCEND, NAGILA R. T.;DAMASCENO, NAGILA
R.T.

Lattes iD @ nitp://1attes.cpq br/8729581028091781

Orcid iD 2®  nupssjord.org/0000-0002-9332-7816

Endereco

Enderego Profissional Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Sadde Piblica.
Av. Dr. Amaldo, 715
Pacaembu

01246504 - S& Paulo, SP - Brasi
Telefone: (011) 30617865

Fax: (011) 30617701

URL da Homepage: htp://www.usp.br

Formacao académica/titulacdo
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1997 - 2001

1995 - 1997

1988 - 1995

1986 - 1988

1985 - 1987

1977 - 1984

Doutorado em Ciéncias dos Alimentos (Conceito CAPES 5).

Universidade de 530 Paula, USP, Brasil.

Titwla: Influéncia das Isoflawonas Extraidas da Soja na Hipercolesterolemia e na
Aterosclerose Experimental Induzida pela Caseilﬁ , Ano de obteng3o: 2001.
Orientador: 9 Duldneia Saes Farra Abdalla.

Baolsista dofa): Fundacdo de Amparo 3 Pesquisa do Estado de S3o Paulo, FAPESE, Brasil.
Palavras-chave: Isoflavonas; Caseina; Owidac3o; Lipoproteinas; Anticonpos; Aterosclenose.
Grande drea: Ciéncias da Salds

Grande Area: Cléncias da Salde / Area: Medicina | Subdrea: Clinica Médica |
Especialidade: Alergologia & Imunologia inica.

Grande Area: Cléncias da Salde / Area: Medicina | Subdrea: Clinica Médica |
Especialidade: Endocrinologia.

Setores de atividade: Fabricagdo de Produtos Quimicos; Fabricac3o de Produtos
Farmacéuticos; Desenvolvimento de Produtos Tecnoldgicos Voltados Para A Sadde
Humana.

Mestrado em Ciéndas dos Alimentos (Conceito CAPES 5).

Universidade de 530 Paula, USP, Brasil.

Titwla: Influéncia da Proteina Isolada da Soja e da Caseina no Desenvolvimento da
Aterosclerose Experimental em Coelhos, Indurida pela Dieta Rica em Cdﬁten:@, Ano
de ObtencSo: 1997,

Orientador: g Duldneia Saes Farra Abdalla.

Baolsista dofa): Coordenacio de Aperfeignamento de Pessoal de Nivel Superiar, CAPES,
Brasil.

Palavras-chave: Soja; Caseina; Aterasclerose; Colesterol; Anticorpos; hipercolesterolemia.
Grande drea: Ciéncias da Salde

Grande Area: Ciéncias da Sadde | Area: Medicina / Subdrea: Clinica Médica |
Especialidade: Alergologia e Imunologia inica.

Grande Area: Ciéncias da Sadde | Area: Medicina / Subdrea: Clinica Médica |
Especialidade: Endocrinologia.

Setores de atividade: MNutricSo e Alimentagio; Deservolvimento de Produtos Tecnologicos
Voltados Fara A Salde Humana; Fabricac3o de Produtbos Farmacéuticos.

Graduacio em Mutrigao.

Universidade Estadual do Ceara, UECE, Brasil.

Titwlo: Colesterol: um bio-marador para o camcer de odlon.

Orientador: Augusto Reinzldo Pimental Quimardes.

Baolsista dofa): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico & Tecnolégico, CHPg,
Brasil.

Curso técnicoyprofissionalizante.

Escola Témica Federal do Ceard, FEDERAL, Brasil.

Ensino Médio (22 grau).

Colégio Municipal Filgueiras Lima, MUNICIPAL, Brasil.
Ensino Fundamenial (1% grau).

Escola de 1 Grau Marechal Juarez Tavora, PUBLICA, Brasil.

Pos-doutorado e Livre-docéncia

2013

2009 - 2010

2003 - 2004

Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.

Titula: Excesso de Peso na Adolescéncia: Uma Abordagem Mutricional e Metabdlica de um
Problema de Sadde Publica, Ano de obtencio: 2013

Pas-Doutorado.

Universidade de Barcalona, UB, Espanha.

Bolsista dofa): Conselho Macional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolagico, CHPg,
Brasil.

Grande Area: Ciéncias da Salide

Grande Area: Ciénoias da Satde | Area: Mutric3o | Subdrea: Bioquimica da MutricSo.
Pas-Doutorado.

Universidade de 530 Paulo, USP, Brasil.

Bolsista dofa): Instituto Danone, DAMONE, Brasil,

Grande Area: Ciéncias da Salide

Grande Area: Ciéncias da Sadde / Area: Mutricdo | Subdrea: Bioguimica da MutrigSo.
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