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RESUMO

A crescente incidéncia de obesidade e comorbidades vinculadas a esta tém
ganhado atencdo em politicas de Saude Publica e na pesquisa. O elevado consumo
de frutose junto a uma dieta hiperlipidica parece estar diretamente ligada a essas
comorbidades, em especial a esteatose hepatica. O consumo de 6leos vegetais
ricos em gorduras monoinsaturadas e poli-insaturadas tem se mostrado benéfico
para o tratamento e prevencdo dessas comorbidades, porém existem poucos
estudos relacionando o uso de tais 6leos. Dessa forma, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar o consumo de 6leos vegetais ricos em MUFAs e PUFAs usados
comercialmente na prevencdo da esteatose hepatica analisando parametros do
metabolismo lipidico hepatico e sérico, estresse oxidativo e resisténcia a insulina.
Materiais e métodos: Inicialmente ratos wistar machos foram separados em cinco
grupos: Grupo HL * Hiperlipidica, na qual recebeu 50 % de gordura animal; Grupo
HL * AZ que receberdo 25 % de gordura animal e 25 % de azeite extra virgem;
Grupo HL* CN na qual receberdo 25 % de gordura animal e 25 % de 6leo de canola;
Grupo HL* M na qual receberédo 25 % de gordura animal e 25 % de 6leo de milho;
Grupo HL * S na qual receberdo 25 % de gordura animal e 25 % de 6leo de soja. As
analises realizadas serdo para verificacdo de parametros lipidicos, estresse

oxidativo e resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Esteatose Hepatica ndo alcoolica, Frutose, Hiperlipidica, Acidos

graxos Monoinsaturados, Acidos Graxos Poliinsaturados.



1.1

1.0 INTRODUCAO

A doenca hepatica ndo alcodlica (NAFLD) em especial € caracterizada pela
incorporacao citoplasmatica primariamente de triglicerideos (TG) no figado em
individuos que consomem menos que 30 g/dia de etanol em homens e 20 g/dia
em mulheres, ndo sendo afetados por outras causas do figado gorduroso, tais
como consumo de drogas ou exposicdo a toxinas (ZIVKOVIC; GERMAN;
SANYAL, 2007; DIETRICH; HELLERBRAND, 2014). O tratamento da doenca
ainda ndo esta escrito em um guia especifico. Entre as interven¢des do estilo de
vida, a ingestao dietética foi encorajada com grande énfase. (KARIN et al, 2014).
Atualmente vem sendo discutido a composicdo de macronutrientes da dieta
nesta patologia, que tem se mostrado tdo importante quanto a perda de peso
(ASRIH; JORNAYVAZ, 2014).

Oleos vegetais

Apesar da mudanca dos habitos alimentares na qual o excesso de consumo de
carboidratos ou gorduras possam provocar a esteatose hepética, a proposta é que o
consumo de acidos graxos ou carboidratos especificos sejam propensos a induzir ou
melhorar o quadro patolégico. (ASRIH; JORNAYVAZ, 2014).0s &cidos graxos da
dieta sdo capazes de regular varias vias metabdlicas envolvidas no metabolismo
lipidico principalmente através de um fina modulacdo da transcricdo de genes de
enzimas especificas, podem ndo somente influenciar na patogénese mais também
na prevencdo ou reversdo das manifestacbes da esteatose (JUMP, 2011,
FERRAMOSCA; ZARA, 2014).

Entre os Oleos vegetais usados comercialmente o0 azeite extra virgem é um
componente basico da dieta do mediterraneo, rico em MUFAs 73.7 g (n-9 oléico,
18:1); acidos graxos saturados (SFA) 13.5 g (16:0 acido palmitico); acidos graxos
poli-insaturados (PUFA) 7.9 g (n-6 acido linoleico 18:2, and n-3 alfa linolénico18:3.
Também caracterizado por seu alto poder antioxidante e rico em fitoquimicos. O 6leo
de canola é caracterizado pelo baixo teor SFA ( 7 %), alta quantidade de MUFAs (
62 g), além de uma quantidade consideravel de PUFAs, incluindo 61 % do &cido
oleico, 21 % de acido linoleico e 11 % de alfa- linolénico (ALA). J& o 6leo de soja é
caracterizado com um maior teor de SFA 14,9 %, 24, 2 % de MUFAs e 60,4 % de



2.1.

2.2.

PUFAs. O 6leo de milho é composto por 13,3 % de SFA, 25,4 % de MUFAs e 61 %
de PUFAs (MARTIN et al, 2008; LIN et al, 2013; FERRAMOSCA,; ZARA, 2014).
Devido ao aumento gradual do consumo de frutose e gorduras saturadas levando
a um quadro de obesidade e comorbidades relacionadas a esta na populacéo
humana, tem provocado o interesse e a necessidade de uma compreensao mais
aprofundada dessa condicdo. Na literatura sao escassos os trabalhos que
correlacionam tais comorbidades, em especial esteatose hepatica com os diferentes
tipos de Oleos vegetais usados comercialmente. Fica evidente o estudo mais

aprofundado sobre os 6leos vegetais e sua influéncia no quadro da patogénese.

. Objetivos

Objetivos gerais

Analisar os efeitos dos diferentes tipos de 6leos vegetais ricos em MUFAs e PUFAs
usados comercialmente na prevencdo da esteatose hepéatica através da analise de
parametros do metabolismo lipidico hepatico e sérico, estresse oxidativo e

resisténcia a insulina.

Objetivos especificos

Analisar alteracdes na composicao lipidica através da gordura total hepatica, fracdes
lipidicas hepaticas e séricas;

Determinar o perfil hepatico dos acidos graxos submetidos as diferentes dietas
experimentais

Avaliar a acdo dos 0leos vegetais na esteatose hepatica, resisténcia a insulina;
Analisar alteracdes no sistema antioxidante através da determinacéo de vitamina E,
glutationa reduzida e no estresse oxidativo através da peroxidacdo lipidica
(Malondialdeido - MDA).

Analisar o comprometimento hepatico através das enzimas transaminases séricas
(AST e ALT)

Materiais e Métodos
Este trabalho sera avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. O

desenvolvimento contarda com estrutura e apoio técnico do Laboratorio de Nutricédo e



Metabolismo, do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP.

3.1 Animais

Serao utilizados 50 ratos machos da linhagem Wistar com peso médio de 150 +
200 g provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo. As dietas serdo preparadas segundo as
recomendacdes do American Institute of Nutrition para a dieta AIN-93G pesadas e
repostas trés vezes na semana, com periodo de adaptacdo por 7 dias. Os animais
receberdo 4gua e dieta & vontade durante 60 dias, e serdo divididos em cinco
grupos (cada grupo com n =10): Grupo | —20,25 % de frutose + Hiperlipidica (50 %
de gordura saturada); (GC HL*); Grupo Il — Animais que receberdo 20,25 % frutose,
25 % gordura animal e 25 % de azeite de oliva extra virgem (HL *AZ); Grupo IlI-
Animais que receberdo 20,25 % % frutose, 25 % gordura animal e 25 % de 6leo de
canola (HL * CN); Grupo IV- Animais que receberdo 20,25 % frutose, 25 % de
gordura animal e 25 % de 6leo de milho (HL * M); Grupo V — Animais que receberéo
20,25 % de frutose, 25 % de gordura animal e 25 % de 6leo de soja (HL * S).
Como as dietas sédo formuladas com fontes lipidicas diferentes sera feito o célculo
do indice de Peroxibilidade da Dieta, conforme descreve Pamplona et al (1998) A
férmula utilizada para o calculo é descrita a seguir: IP = (% monoendicos x 0,025) +
(% diendicos x 1) + (% triendicos x 2) + (% tetraendicos x 4) + (pentaendicos x 6) +
(hexaendico x 8).
A partir do consumo em cada grupo sera calculado a Taxa de Eficiéncia da Dieta

(TED): TED = [média ganho de peso diario (g)/média de consumo de dieta diario (g)]

Ao fim do experimento os animais serdo eutanasiados por decaptacdo. O
sangue, o figado e o tecido adiposo foram coletados para as analises histologicas e
bioquimicas. O sangue foi prontamente centrifugado a 3500 rpm, a 4°C durante 15
minutos para obtencdo do soro. O figado, o tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal serdo removidos, pesados e prontamente congelados em nitrogénio
liquido. As amostras serdo armazenadas a -40°C para posteriores analises

bioquimicas.



3.2 Andlises
3.3.1 Andlise Histopatologica do Figado

Fragmentos de tecido hepatico em parafina seréo cortados com espessura de 4um e
corados com hematoxilina-eosina, com a finalidade de avaliar semi-
quantitativamente a esteatose hepatica, que sera classificada em cruzes, segundo
Kleiner et al. com algumas modificacfes. O grau de esteatose sera associado com a

localizacdo morfoldgica.
3.3.2 Determinacao da Gordura Hepatica Total

A gordura total sera extraida pelo método proposto por Folch et al (1957) a partir de
1g de tecido hepatico em 20ml da solucdo de cloroféormio:metanol (2:1), para
dosagem de triacilglicerois hepaticos e para dosagem de colesterol os quais seréo
determinados com kit comercial (Labtest Diagndstica S.A., Brasil). As absorbancias
serdo medidas por espectrofotometro (SpectraMax M-5, Molecular Advices). O
colesterol total, o colesterol presente na lipoproteina HDL (lipoproteina de alta
densidade) e os TAG sérico e presentes na HDL serdo determinados através de kits
comerciais da Labtest (Labtest Diagnédstica S.A., Brasil) no soro. A razéo
triglicerideos/HDLcolesterol sera calculada como preditor da resisténcia a insulina,

conforme proposto por Fan et al (2011).

3.3.3 Determinacdo de Acidos Graxos dos Oleos e gordura das dietas

experimentais

Os acidos graxos dos 0leos e gordura da dieta experimental serdo determinados
por cromatografia gasosa (SHIMADZU, GC-2014), equipado com auto-injetor AOC-
20i, com coluna capilar Supelcowax de 30m de comprimento, 0,25mm de diametro
interno e 0,25um de espessura de filme. O gas Hélio ser& utilizado como carreador,
com fluxo de 1,6ml/min. O ar sintético vai ser utilizado para a ionizacdo em chama
com deteccdo a 250°C. As injecOes serdo realizadas em modo splitless. A
determinacdo dos &cidos graxos dos Oleos e gordura das dietas utilizadas ira ser

adaptada de Andreoli et al (2007) atraves da extragdo com hexano.

3.3.4 Determinacao da proteina sérica e hepatica



A determinacéo da proteina sérica e hepética sera realizada através kits comerciais,
pelo método de Biureto (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil).

3.3.5 Determinacao da glicemia

A glicemia dos animais sera determinada a partir do soro utilizando-se o kit

comercial da Labest (Labtest Diagnéstica S.A., Brasil).

3.3.6 Peroxidacao Lipidica

Esta andlise seré realizada de acordo com o método proposto por Gerard-
Monnier et al (1998), com algumas adaptacbes. Para a dosagem de MDA no soro
serdo utilizados 200uL de amostra. A determinacdo do MDA no figado sera realizada
com a aliquota de 200yl retirada do homogenato de figado (200mg de tecido em 1L

de tampdo fosfato).

3.3.7 Determinacdo de Glutationa Reduzida (GSH) hepatica e sérica
A dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) sera realizada no soro e no tecido

hepatico de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968).

3.3.8 Determinacdo de retinol sérico e da vitamina E sérica e dos 06leos e
gordura das dietas experimentais

As analises hepaticas de vitamina E (alfa-tocoferol) e de retinol serdo
realizadas por HPLC, segundo método adaptado de Arnaud et al (1991). A razéo

Vitamina E/Colesterol sera calculada conforme descrito por Ford et al (2006).

3.3.9 Determinacdo das concentracOes séricas das Transaminases Aspartato

Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT)

As transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) serdo determinadas em soro por meio de Kit comercial da
Labtest (Labtest Diagnostica S.A., Brasil), por reagcdo colorimétrica e leitura por

espectrofotdmetro (SpectraMax M-5, Molecular Advices)

4.0 Analises Estatisticas



Os dados serdo apresentados em valores de média + desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA) com teste post-hoc de Tukey onde serdo utilizados para
possiveis diferencas com relacdo aos grupos. Com nivel de significancia de P<
0,05.
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