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RESUMO

O trabalho avaliou os efeitos da ingestdo da dieta hiperlipidica na adolescéncia sobre o desenvolvimento da Doenca
Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) na vida adulta de ratos Wistar machos. Para isso, foram utilizados 30 ratos
Wistar machos com 25 dias divididos em dois grupos experimentais: ANF, animais que receberam dieta controle
(Nuvital®, Curitiba, Brasil) durante toda a vida e AHF, animais que receberam dieta hiperlipidica (35% de gordura) dos
30 aos 60 dias de vida (adolescéncia). Dos 60 aos 90 dias os animais do grupo AHF receberam dieta controle. Os animais
tiveram acesso a dgua e a racdo a vontade durante todos os estagios do protocolo e mantidos em sala ambientada com
fotoperiodo (07h00min — 19h00min) e temperatura (22 + 2°C) controlados. Apds isso, foram feitos parametros
biométricos; teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT); teste de tolerancia a glicose intravenoso (ivGTT);
dosagem de glicose e insulina; perfil lipidico; extracdo lipidica do figado cuja quantidade de gordura extraida foi
determinada gravimetricamente. Por fim, houve a verificacdo da evolucéo histolégica do figado com base em um escore
para DHGNA e EHNA. Diante do exposto, conclui-se que a alimentagdo hiperlipidica durante a adolescéncia leva ao
desenvolvimento de DHGNA com focos inflamatérios lobulares, alteracbes no perfil biométrico, estresse oxidativo e
perfil lipidico em ratos adultos.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentagdo; DHGNA; Programacdo Metabdlica.
1 INTRODUCAO

Como uma das principais causas de disfuncdes hepaticas a doenca hepatica gordurosa ndo
alcodlica (DHGNA), uma doenca cronica, ocorre devido ao acumulo excessivo de gordura no tecido
hepatico na abstencdo do consumo de alcool, com quadro que pode evoluir com inflamacgado
hepatica, fibrose, e manifestacdes sistémicas (TEMPLE, 2016). Somam-se a isso estudos recentes no
qual o desenvolvimento biolégico ocorre intrinsecamente com o ambiente. Assim, modificagdes
ambientais podem gerar alteragdes e levar ao surgimento de fendtipos especificos a partir da
adaptacdo, evento chamado de programagdo metabdlica, que ocorre, também, na adolescéncia
(MOURA et al.,, 2007). Nesse intervalo de janela metabdlica, a presenca excessiva ou auséncia de
nutrientes, podem alterar permanentemente a funcionalidade e metabolismo de 6rgaos,
predispondo a comorbidades na vida adulta. Diante desse panorama, sabe-se que ocorre alto
consumo de fast food, alimentos hiperlipidicos, colaboram para desenvolvimento de sindrome
metabdlica e dhgna (FRANCO, 2007; MAIA et al., 2018).

Nessa perspectiva, o periodo da adolescéncia é uma importante janela metabdlica onde
estimulos externos influenciam diretamente no desenvolvimento organico sendo, portanto, alvos de
estudos extremamente relevantes. Assim, hipotetizamos que a oferta de dietas hiperlipidicas
durante a adolescéncia pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da doenca hepatica
gordurosa nao alcoodlica durante a vida adulta.
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2 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida de acordo com as normas do Comité de Etica para Uso e
Experimentacao Animal da Universidade Estadual de Maringa, aprovado sobre nimero 3723280918.

Ratos Wistar machos (n=30) de 25 dias foram obtidos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa e alojados no Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia Celular da Secrecao
(LBCS) na Universidade Estadual de Maringa. Ap6s um periodo de adaptagdo de 5 dias, os animais
foram divididos em dois grupos experimentais: ANF, animais que receberam dieta controle
(Nuvital®, Curitiba, Brasil) durante toda a vida e AHF, animais que receberam dieta hiperlipidica
(35% de gordura, Tabela 1) dos 30 aos 60 dias de vida (adolescéncia). Dos 60 aos 90 dias os animais
do grupo AHF receberam dieta controle. Os parametros biométricos foram avaliados durante todo
o periodo experimental registrado semanalmente a evolucao ponderal e o consumo alimentar dos
animais. Apds todos os procedimentos experimentais, os ratos foram eutanasiados por overdose
anestésica (Tiopental 120mg/kg de massa corpdrea, via intraperitoneal) para retirada dos principais
estoques de gordura corporal: retroperitoneal, periepididimal e mesentérica e do figado. O peso das
gorduras e do figado foi expresso em relagdo ao peso corporal do animal (g/100g de peso corporal).

O teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT) foi feito aos 90 dias onde os animais de
todos os grupos receberam uma injecao intraperitoneal de insulina (1U/kg PC). Amostras de sangue
foram obtidas via caudal antes da injecdo (tempo 0) e 15, 30, 45 e 60 minutos apds a administracdo
de insulina, por meio de tubo capilar heparinizado. Os niveis de glicose sanguinea durante o teste
foram avaliados pelo método enzimatico-colorimétrico (GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil). O
teste de tolerancia a glicose intravenoso (ivGTT) feito apos 48 horas da realizacao do iplITT. No
momento da realizacao do teste, amostras sanguineas foram retiradas (tempo 0’) antes da aplicacdo
de uma carga de glicose intravenosa (1g/kg de peso corporal) para avaliacdo dos niveis basais de
glicose e insulina. Apds a administracao de glicose, amostras sanguineas foram retiradas nos tempos
5', 15, 30" e 45’ para posterior dosagem de glicose e insulina. Os niveis plasmaticos de insulina
determinados pela técnica do radioimunoensaio (RIA) através de um contador de emissdao de
particulas gama (Wizard2 Automatic Gamma Counter, TM-2470, PerkinElmer®, Shelton/CT, USA),
sendo utilizado como padrao insulina de rato, anticorpo anti-insulina de rato (Sigma-Aldrich®, St
Louis/MO, USA) e insulina humana recombinante marcada com 125| (PerkinElmer®, Shelton/CT,
USA). Perfil lipidico oriundo do plasma obtido no tempo 0" do ivGTT utilizado também para dosagem
de colesterol total, triglicerideos e HDL-C. Os valores de colesterol LDL e VLDL calculados por meio
do calculo de Friedewald: LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Triglicerideos/ 5) — HDL e VLDL (mg/dL)
= Triglicerideos/ 5. Extracgao lipidica do figado com aproximadamente 500 mg do figado de cada
animal foram removidos e estocados a -20°C, para posterior extra¢do lipidica. A quantidade de
gordura extraida foi determinada gravimetricamente (FOLCH; LEES; SLOANE-STANLEY, 1957). Para
a analise histologica, aproximadamente 500 mg do figado foram coletados e fixados em
paraformoldeido 4% por 24 horas. Apos fixacao, o tecido foi lavado, em agua corrente, por 24 horas
e desidratado em concentragdes ascendentes de alcool, diafanizado em xilol e em seguida,
embebido em parafina histolégica. Entéo, foram realizados cortes de 5 pum e os mesmos corados
pela técnica convencional de Hematoxilina e Eosina para verificar a evolugao histologica do figado
com base em um escore para DHGNA e EHNA (KLEINER et al., 2003).

A analise estatistica feita com os resultados expressos como média + erro padrdao da média.
Para avaliacdo estatistica entre grupos foi utilizado o teste T de Student, sequido do pds-teste de
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Tukey. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O software utilizado para as ana
estatisticas sera o GraphPad Prism versao 6.00 para Windows (GraphPad Software®©).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Em relagdo a evolugao do peso corporal, dos 21 aos 90 dias, os animais do grupo AHF (18257
+ 187,0) apresentaram aumento de 9,56% em relagdo aos animais do grupo ANF (16511 + 308,5)
(P<0,0001). Com base no peso relativo do figado dos animais do grupo AHF (3,573 £+ 0,1024) nao
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo ANF (3,563 = 0,13). No peso relativo da
gordura retroperitoneal, os animais do grupo AHF (1,424 + 0,04675) apresentaram aumento de
14,25% em relacao ao grupo ANF (1,221 + 0,04869) (P<0,01). A gordura perigonadal dos animais
do grupo AHF (1,295 + 0,09178) apresentou aumento de 22% em relagdo ao grupo ANF (1,010 +
0,06852) (P<0,05). No peso relativo da gordura mesentérica os animais do grupo AHF (0,5857 +
0,03170) nao apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo ANF (0,0533 + 0,02192).
Segundo as analises de colesterol total e LDL-C, mostrou-se aumento do colesterol total no grupo
AHF (81,88 + 1,849) em comparacao ao grupo ANF (75,15 + 2,444) de 8,22% (P<0,05) e aumento de
LDL-C no grupo AHF (37,51 + 1,432) em relacao ao grupo ANF (30,30 £ 3,361) de 19,22% (P<0,05).
Em contrapartida, ndo houve diferenca estatistica em: triglicerideos do grupo AHF (54,72 + 1,848)
em relacao ao grupo ANF (54,67 + 2,257); HDL-C do grupo AHF (35,50 + 1,1777) em relacdo ao
grupo NFD (34,83 = 1,413); VLDL-C do grupo AHF (0,4095) em relacao ao grupo ANF (11,53 +
0,4047). Dentre as analises do estresse oxidativo, a atividade da CAT hepatica, no grupo AHF
(0,05728 + 0,006993) e no ANF (0,05124 + 0,005565), ndo apresentou diferenca estatistica
significativa. O conteddo de GSH hepatico do grupo AHF (238,8 + 7,652) em relacao ao grupo ANF
(260,6 + 3,088) mostrou diminuicao de 9,12% (P<0,05). A atividade da GST hepatica no grupo AHF
(111,8 £ 9,050) comparado ao grupo ANF (142,2 + 9,434) mostrou reducao de 27,19% (P<0,05). O
conteudo de LOOH hepatico no grupo AHF (31,12 + 1,699) em relacao ao grupo ANF (25,90 + 1,894)
foi 16,77% maior (P<0,05). Por fim, a atividade de SOD hepatica nos AHF (1,896 + 0,1522) nao
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo ANF (1,755 + 0,1974). A analise hepatica do
grau de esteatose mostrou que 71,43% dos animais do grupo ANF apresentaram grau 1 de
esteatose, enquanto 57,14% dos animais do grupo AHF apresentaram grau 2. Além disso, observa-
se que o grupo ANF apresentou 71,43% de esteatose hepatica localizada na zona 1 e os animais do
grupo AHF apresentaram 100% de esteatose hepatica na mesma regido. Por fim, o grupo ANF
apresentou 71,42% de inflamacgdo lobular grau 2, enquanto o grupo AHF apresentou 85,71% no
mesmo grau.

Neste estudo, avaliamos a oferta de uma dieta rica em lipidios durante a adolescéncia de
ratos wistar e a susceptibilidade aos distlirbios do metabolismo lipidio hepatico na vida adulta.
Assim, ratos wistar machos adultos alimentados com tal dieta durante a adolescéncia apresentaram
maiores valores de ganho de peso corporal, também, observado em outros estudos cujos ratos
wistar, alimentados com dieta hiperlipidica, obtiveram peso maior entre 10-15% em comparagao ao
grupo controle (KRAVCHENKO, 2021). Sendo assim, por conta do acimulo de gordura no tecido
adiposo, e consequentemente, seu aumento de volume e tamanho, devido a dieta hiperlipidica,
houve aumento do peso. Este, pode estar diretamente relacionado ao aumento da gordura
retroperitoneal e da gordura perigonadal no grupo AHF, esse acimulo de lipidios ocorre por
deposicao de triglicerideos no tecido adiposo adjacente por meio de enzimas lipoproteicas. Dados
similares foram encontrados em outros artigos com grupo controle e grupo AHF (ANGELOCO et al,,
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2012). Outrossim, a oferta da dieta hiperlipidica alterou o perfil lipidico, aumentando os nivei
colesterol total e HDL-C. Esse aumento, ademais, relatado em estudos em que o grupo de animaiS
alimentados com dieta hiperlipidica obteve altas concentracdes de lipoproteinas (POLYXENI-MARIA,
2021). Soma-se a isso, o aumento do total de lipidios, triglicerideos e colesterol em ratos
alimentados com dieta hipercaldrica deficiente em colina com adicao de acidos lipdicos em
comparacao ao grupo controle (KRAVCHENKO, 2021). Assim, esse aumento de colesterol e LDL
implica na prevaléncia de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) e sindromes
metabdlicas (POLYXENI-MARIA, 2021). Ademais, no figado, foi possivel verificar que as enzimas GSH
e GST se encontravam reduzidas no grupo AHF. Devido a GSH ser considerada como primeira linha
de defesa contra os radicais livres, e que atua como substrato para o GST, a diminuigdo dessas duas
enzimas evidencia a presenca de um estresse oxidativo nos animais analisados, mostrando que a
dieta hiperlipidica aumenta a producao de radicais livres, superando a capacidade de geracao de
compostos antioxidantes pelo corpo, causando danos nas células hepaticas e favorecendo o
aparecimento da DHGNA (BHANDARI, 2010). Também, em outros estudos houve diminuicdo de
aproximadamente 47,52% de GST em ratos alimentados com a mesma dieta (EL-NEWARY, 2016).
Ademais, obteve-se aumento no LOOH, capaz de gerar subprodutos com efeitos oxidativos,
corroborando para a presenca de um estresse oxidativo nos animais do grupo HFD, como
previamente descrito (BHANDARI, 2010). O tecido hepatico mostrou-se comprometido nos animais
alimentados por dieta hiperlipidica que apresentaram grau 2 de esteatose, localizada na zona 1.
Assim, foi observado em estudo o grau de esteatose 2 e 3 em 71,43% dos ratos alimentados com
dieta rica em lipidios, sendo o grau 2 encontrado em 66,66% dos ratos e grau 3 em 33,34% (TURSUN,
2021). Ademais, a inflamacdo hepatica lobular observada nos animais alimentados pela dieta é
indicativo de esteato-hepatite, devido ao maior estimulo do metabolismo hepatico pela deposicdo
de triglicerideos, mobilizagdo de insulina, beta-oxidagdo e estresse oxidativo. Por fim, estudos em
ratos wistar albinos com alimentacao hiperlipidica evidenciaram sinais de fibrose, inflamacao,
esteatose na area portal, assim aumento na quantidade de marcadores hepaticos (KARACOR,
2014) (SAEIDI; MOTAGHIPUR; SEPEHRIAN; MOHTASHAMI; NIA; GHASEMI, 2020).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que os ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica durante a adolescéncia,
desenvolveram alteragbes significativas do aumento do peso corporal, aumento da gordura
retroperitoneal e retrogonadal, aumento de LOOH hepatico, diminuicdao de GSH e GST hepatico e
presenca de esteatose hepatica em diferentes graus nos animais.
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