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RESUMO

Introducéo: A alimentagdo pode atuar de forma preventiva ou como fator desencadeante para
muitas doengas cronicas nao transmissiveis/DCNT. Diante da relacao destas doengas com a
alimentacdo e a inflamagdo, diferentes propor¢des de macronutrientes da dieta podem
estimular disturbios metabdlicos e inflamatorios, especialmente relacionados ao alto consumo
de carboidratos. Além dos maleficios de uma dieta rica em carboidratos, o efeito terapéutico
das fibras deve ser melhor elucidado, tendo modelos animais de doenca assumida relevancia
nesta investigagdo. Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo de fibras sobre a inflamagao
e esteatose hepatica em camundongos Swiss alimentados com dietas ricas em carboidratos.
Material e Métodos: Estudo experimental de 16 semanas, realizado com 32 camundongos
Swiss, machos, de 60 dias de idade, distribuidos em 4 grupos experimentais, os quais
receberam um dos 2 tipos de rag¢des isocaloricas elaboradas: dieta amido (55%) e dieta frutose
(55%). Nas ultimas 4 semanas do experimento, foi realizada suplementacdo de fruto-
oligossacarideo/FOS a 5% por gavagem. ApoOs a eutandsia dos animais, foram realizadas
andlises bioquimicas, de citocinas inflamatorias e histoldgica do figado dos animais. Para
andlise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism 5, determinadas a média e erro-
padrdo da média (EPM), andlise de varidncia (ANOVA) seguida do teste Bonferroni,
considerando um nivel de significancia estatisticap < 0,05. Protocolo CEUA/UFMS n.
813/2016. Resultados: Os animais que receberam frutose apresentaram maior peso final
(p=0,022), consumiram mais ragdao (p=0,018), maiores niveis de TNF (p=0,018) e MCP-1
(p=0,017), maior grau de esteatose hepatica (p<0,001) e maior peso do figado (p<0,001) do
que os animais que receberam amido. Os animas que receberam amido porém, apresentaram
maior contagem de focos inflamatorios (0,005) e score inflamatério (p<0,001). A
suplementa¢do de FOS foi eficiente na reducdo dos niveis de uréia (p=0,026), colesterol total
(p=0,002) e HDL (p<0,001) dos animais amido e, do peso do figado (p=0,033) e grau de
esteatose hepatica (pp<0,001) dos animais frutose. Os animais frutose suplementados com
FOS desenvolveram um quadro de degeneracdo do tecido hepatico, estatisticamente
significante, com maiores niveis de citocinas inflamatérias (IL-6, IL-10, IFN e IL-12),
possivelmente associada a drastica redu¢do do grau de esteatose no figado dos animais.
Conclusio: Apesar da dieta rica em amido ter induzido maior quantidade de focos
inflamatorios hepaticos, a dieta rica em frutose causou piores efeitos de inflamagdo e
esteatose hepatica. A suplementacdo de FOS reduziu os niveis de uréia, colesterol total e HDL
no animais Amido, além de ter reduzido o grau de esteatose hepatica, principalmente nos
Animais Frutose, acompanhado de expressiva elevagdo das citocinas inflamatorias.

Palavras-chave: Carboidratos. Inflamagao. Fibras. Roedores.



ABSTRACT

Introduction: Food can act preventively or as a triggering factor for many chronic non-
communicable diseases/NCDs. Given the relationship of these diseases with food and
inflammation, different proportions of macronutrients in the diet can stimulate metabolic and
inflammatory disorders, especially related to high carbohydrate consumption. In addition to
the harms of a diet rich in carbohydrates, the therapeutic effect of the fibers should be better
elucidated, with animal models of disease taking on relevance in this investigation.
Objective: To evaluate the effect of fiber supplementation on inflammation and fatty liver in
Swiss mice fed diets rich in carbohydrates. Material and Methods: 16-week experimental
study, carried out with 32 Swiss, 60-day-old male mice, distributed in 4 experimental groups,
which received one of the 2 types of elaborated isocaloric diets: starch diet (55%) and fructose
diet (55%). In the last 4 weeks of the experiment, supplementation of 5% fructo-
oligosaccharide/ FOS was performed by gavage. After the animals were euthanized,
biochemical, inflammatory cytokine and histological analyzes of the animals's liver were
performed. For statistical analysis, the GraphPad Prism 5 software was used, determining the
mean and standard error of the mean (EPM), analysis of variance (ANOVA) followed by the
Bonferroni test, considering a level of statistical significance p <0.05. CEUA/UFMS Protocol
n. 813/2016. Results: The animals that received fructose had higher final weight (p = 0.022),
consumed more food (p = 0.018), higher levels of TNF (p = 0.018) and MCP-1 (p = 0.017),
higher degree of hepatic steatosis (p <0.001) and greater liver weight (p <0.001) than animals
that received starch. The animals that received starch, however, had a higher inflammatory
foci count (0.005) and an inflammatory score (p <0.001). FOS supplementation was effective
in reducing the levels of urea (p = 0.026), total cholesterol (p = 0.002) and HDL (p <0.001) in
starch animals, and liver weight (p = 0.033) and degree of steatosis hepatic (p <0.001) of the
fructose animals. The fructose animals supplemented with FOS developed a state of liver
tissue degeneration, statistically significant, with higher levels of inflammatory cytokines (IL-
6, IL-10, IFN and IL-12), possibly associated with a drastic reduction in the degree of
steatosis in the animal liver. Conclusion: Although the starch-rich diet induced more hepatic
inflammatory foci, the fructose-rich diet caused worse effects of inflammation and fatty liver.
FOS supplementation reduced the levels of urea, total cholesterol and HDL in animals Starch,
in addition to reducing the degree of hepatic steatosis, especially in animals Fructose,
accompanied by a significant increase in inflammatory cytokines.

Keywords: Carbohydrates. Inflammation. Fibers. Rodents.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo possui importante influéncia sobre a saide de uma populagdo,
podendo atuar de forma preventiva para muitas morbidades, ou, como fator desencadeante
para doencas cronicas ndo transmissiveis/DCNT de impacto a saude publica.

Obesidade, Diabetes, Hipertensdo Arterial, Sindrome Metabdlica, bem como outras
DCNT, tem sido crescentes na populagdo mundial, tendo como um dos seus principais fatores
de risco a composicao da dieta alimentar.

Para muitas destas doengas, a inflamacdo tem sido destacada como o mecanismo
basico para a sua origem e, a alimentacdo, como um dos principais pontos chave para a sua
deflagragao.

Alteragdes metabodlicas e inflamatorias podem ser decorrentes da distribuicdo da
composi¢do de macronutrientes numa dieta alimentar, podendo haver diferentes efeitos de
acordo com a propor¢do e o tipo de macronutriente ingerido, tendo os carboidratos assumido
destaque no meio cientifico nos ultimos anos.

Estudos demonstram que ainda existem lacunas de conhecimentos sobre a propor¢ao
ideal de macronutrientes na dieta alimentar, bem como a sua relagdo com parametros
metabolicos, inflamatorios e de microbiota intestinal.

Apesar dos avancos e de muitos estudos serem realizados sobre a alimentagdo e a sua
influéncia sobre a otimiza¢do do metabolismo e preven¢ao de doencas, ainda ndo hé consenso
sobre um modelo alimentar ideal. As atuais recomendacdes brasileiras ainda sdo baseadas em
uma maior propor¢do composta por carboidratos, sendo discutida a necessidade de revisao
deste modelo alimentar, considerando os efeitos dos carboidratos numa dieta, no tocante a
quantidade e qualidade dos mesmos.

Alguns estudos tém apontado inclusive, que dietas ricas em carboidratos podem
apresentar efeitos maléficos tdo ruins quanto dietas ricas em gorduras, influenciando o estado
metabolico e inflamatorio do individuo.

Existem inimeras preocupagdes quanto a hiperglicemia induzida pela dieta rica em
carboidratos, sobrecarga hepatica por dietas hiperproteicas ou hiperlipidicas, maleficios
causados por dietas enriquecidas com frutose e seus respectivos reflexos ainda necessitam ser
melhor explorados.

Ressalta-se que diferentes tipos de carboidratos induzem diferentes respostas, em

especial a frutose, a qual possui uma via metabolica diferenciada e teve aumento de consumo
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nos ultimos anos, principalmente a partir de dietas ocidentalizadas. Apesar do seu crescente
consumo, ainda existem lacunas de conhecimento sobre o seu efeito, merecendo serem
realizados estudos mais aprofundados.

A metabolizacdo da frutose ndo depende da acdo da insulina, sendo convertida no
figado diretamente em 4cidos graxos, propiciando o acumulo de gordura hepatica e outros
efeitos metabolicos e inflamatorios que necessitam ser melhor investigados.

Adicionalmente, o papel dos pré-bidticos, especialmente das fibras alimentares, tem
sido estudado diante do possivel controle sobre os efeitos maléficos de dietas ricas em
carboidratos, bem como outros efeitos benéficos ao organismo.

Buscar medidas terapéuticas ou preventivas através da alimentagdo, ¢ uma estratégia
importante, de efeito sistémico, com beneficios que provavelmente atuardo em mais de uma
morbidade, minimizando problemas de satide maiores, decorrentes ou influenciados pela
alimentacao.

Neste contexto, modelos animais tém assumido importante papel no meio cientifico
por reproduzirem situagdes similares as que ocorrem em humanos, viabilizando o estudo de
hipoteses inviaveis ou de dificil aplicagdo em serem humanos.

Apesar de haverem muitos estudos que avaliem os efeitos de dietas ricas em
carboidratos em modelos animais, poucos estudam buscam estudar os efeitos de uma dieta
rica em frutose em si, incluindo a sua associa¢ao ao consumo de fibras.

Diante do exposto, este estudo experimental visa estudar o efeito da suplementacdo
de fibras sobre a inflamacao e a esteatose hepatica em camundongos Swiss alimentados com

dietas ricas em carboidratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCAS CRONICAS NAO-TRANSMISSIVEIS E A ALIMENTACAO

As doengas cronicas ndo transmissiveis/DCNT sdo as principais causas de morte e
incapacidade em todo o mundo. Estima-se que em 2016 cerca de 71% de todas as 57 milhdes
de mortes tenham ocorrido por estas doengas (WHO, 2018).

Dentre as principais DCNT estdo as doengas cardiovasculares, os canceres, as
doengas respiratorias cronicas e o diabetes mellitus. No Brasil, no ano de 2015 estima-se que
51,6% do total de 6bitos na populagdo de 30 a 69 anos tenha sido causado por este grupo de
doengas (BRASIL, 2019).

A prevencdo de DCNT representa um grande desafio para a saitde global,
especialmente para os paises em desenvolvimento. Muitos sdo os fatores de risco para estas
doencas, onde cada vez mais tem sido demonstrada a importancia da alimenta¢do na sua
prevengdo e controle.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude/OMS (WHO, 2004), o consumo de dietas
inadequadas, juntamente com a inatividade fisica, esta entre os principais fatores de risco para
a morbimortalidade causada pelas DCNT. O aumento destas doencas nas Ultimas décadas
deu-se por uma série de fatores que interferem sobre o metabolismo, dentre eles uma
alimentagdo com maior aporte calorico, consumo de alcool e tabaco. A alimentagdo, inserida
em um pequeno conjunto de fatores de risco, responde pela grande maioria das mortes por
DCNT e outras doengas decorrentes (WHO, 2011).

No Brasil, existe uma preocupacao adicional com os efeitos da alimentagdo sobre a
saude da populacdo, uma vez que no geral ¢ baseada no excesso de calorias provenientes de
acucares livres e de gorduras saturadas, com menor presenca de frutas, legumes e verduras
(LEVY etal., 2012).

Dentre as doencas cronicas, a obesidade possui intima relacdo com estado
inflamatorio, a qual tem ganhado destaque e ¢ confirmada por dados alarmantes. O numero de
individuos obesos quase que dobrou de 1980 para 2008, atingindo adultos e criangas no
mundo todo (WHO, 2011). No Brasil, dados mais recentes indicam aumento da obesidade em
ambos 0s sexos, em todas as faixas etdrias, servindo como um alerta a medidas de prevengao

e controle (MALTA et al., 2019).
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Outra DCNT de impacto a satide publica com sérios reflexos pela sua mortalidade,
complicacdes e incapacidades geradas, ¢ o Diabetes. De acordo com a American Diabetes
Association/ADA (ADA, 2014), o controle nutricional ¢ eficaz em reduzir a incidéncia de
Diabetes tipo 2, uma das DCNT que mais causa complicagdes, devendo a alimentacdo ser o
foco em todas as fases de vida.

Ademais, recentemente, considerdveis ensaios clinicos em humanos (Prospective
Urban Rural Epidemiology/PURE) foram realizados em diversas regides do mundo, tendo
apontado interessantes resultados de morbimortalidade por doencas cardiovasculares
relacionados ao consumo de alimentos (MILLER et al., 2017, DEHGHAN et al., 2017).

De acordo com um destes estudos, uma coorte realizada em 18 paises, por 7 anos,
com um total de 135.335 individuos acompanhados, o maior consumo de carboidratos em
humanos foi associado a um maior risco de mortalidade total, quando comparado ao consumo
elevado de gorduras totais ou todos os seus subtipos. Adicionalmente, a gordura total e os
seus tipos ndo foram associados a doengas cardiovasculares, infarto do miocardio ou
mortalidade por doencas cardiovasculares, havendo ainda uma associagdo inversa entre o
consumo de gordura saturada e a ocorréncia de acidente vascular encefilico/AVE
(DEHGHAN et al., 2017).

Estes achados nos fornecem dados importantes, denotando que ainda hé lacunas de
conhecimento sobre os reais efeitos da alimentacdo sobre a saide de uma populacdo,
incluindo sobre os efeitos de morbimortalidade influenciada pela propor¢do de
macronutrientes ingeridos e seus subtipos.

Dentre os mecanismos causais para DCNT que ja estavam claros nas ultimas
décadas, estudos também tém apontado a relacdo das doencas crOnicas com o processo
inflamatério (DANDONA et al., 2007, FESTA et al., 2000; PEARSON et al., 2003;
YUDKIN et al., 2004).

Ainda de acordo com Geraldo e Alfenas (2008), diferentes propor¢des de
macronutrientes da dieta podem causar estresse oxidativo, podendo desencadear processo

inflamatoério cronico de baixa intensidade, influenciando desenvolvimento de doengas.

2.2 DCNT E A INFLAMACAO

Muitos componentes da dieta podem influenciar varios elementos da inflamacao,

tendo a nutricdo a possibilidade de desempenhar um papel, seja para a continuidade de
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condi¢des inflamatérias favordveis ao desenvolvimento de danos ou, para a prevencdo dos
mesmos (CALDER et al., 2009).

Uma alimentagdo caracterizada pelo elevado consumo de alimentos de alto indice
glicémico, pobres em fibras e ricos em gordura trans, ¢ causa de um estado inflamatdrio
através da ativagdo do sistema imune inato, com consequente excessiva producdo de
mediadores pré-inflamatorios e redugdo dos anti-inflamatérios (GERALDO; ALFENAS,
2008).

Ha algumas décadas pensava-se que o estado inflamatdrio era uma consequéncia das
doencas cronicas. Hoje, ja se sabe que a inflamacdo na verdade pode ser o ponto de partida
para as DCNT.

De acordo com Dandona e coautores (2007), a inflamagdo apresenta uma possivel
conexao bidirecional com a sindrome metabolica através da resisténcia a insulina, de forma
que qualquer processo inflamatdrio cronico leva a resisténcia a insulina, o que por sua vez
influencia o processo inflamatério no corpo. Ademais, inflamacdo também ¢ um importante
mediador do desenvolvimento resisténcia a insulina induzida pela obesidade (LEE; LEE,
2014).

O processo inflamatorio também ¢ o elo entre a sindrome metabdlica e as doengas
cardiovasculares, onde os biomarcadores inflamatérios como as citocinas inflamatorias e anti-
inflamatorias, adipocinas, chemocinas, marcadores inflamatérios hepaticos dentre outros, sao
importantes no monitoramento de riscos (VOLP et al., 2008).

Em humanos, as principais doencas cronicas relacionadas ao processo inflamatorio
cronico sdo diabetes, doencas cardiovasculares, aterosclerose, alergias e doenca pulmonar
obstrutiva crénica/DPOC (FOUGERE et al., 2017).

Estudos vem sendo realizados com o intuito de investigar a patogénese de doengas
cronicas como a obesidade, sindrome metabdlica, diabetes e doengas cardiovasculares, ¢ a sua
relacdo com inflamacgdo subclinica, ou inflamagdo cronica de baixo grau (FURMAN et al.,
2019; VOLP et al., 2008).

A inflamagdo cronica de baixo grau associada a DCNT ¢ discutida hd muitos anos,
similarmente como ocorre em individuos com doengas cardiovasculares/DCV, os quais
apresentam niveis aumentados de marcadores inflamatorios, especialmente de proteina C
reativa/PCR (RIDKER, 2000).

Esta inflamagdo tem sido relacionada a algumas doencas cronicas, tendo o estresse

inflamatério corporeo e a disfuncdo endotelial como uns dos principais mecanismos. A
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reducdo de peso, melhora da qualidade da dieta e atividade fisica sdo apontadas como
medidas que podem modificar este nivel de inflamacao (UUSITUPA; SCHWAB, 2013).

De acordo com Lemos (2006), parte do inicio das doencas inflamatorias possui
ligacdo a distarbios do processo digestivo normal, o qual através de uma sequéncia de eventos
pode ocasionar a producgdo de compostos inflamatorios, tais como interleucinas, fibrinogénio,
dentre outros, com alteracdo das fun¢des normais do corpo e degeneragdo de tecidos e 6rgaos.
Segundo o autor, ¢ a partir deste processo que surge o termo “controle nutricional” do
processo inflamatorio.

Para Ostan e colaboradores (2015), controlar os niveis de inflamag¢do ¢ um desafio na
prevencao do cancer, para o qual a inflamag@o cronica aumenta o seu risco e afeta todos os
estagios de desenvolvimento de cancer, desde o seu inicio por meio de mutagdes genéticas e
epigenéticas, até o seu desenvolvimento e disseminagdo através de metastases.

De acordo com Myers e Allen (2012), mudangas no estilo de vida, associadas a uma
alimentacdo saudavel, melhoram o balango energético de nutrientes no organismo e reduz a
sinalizagdo inflamatoria, diminuindo o risco para DCNT.

Para Bressan e coautores (2009), uma alimentagdo saudavel ¢ fator determinante para
o desenvolvimento de doencgas cronicas, considerando dentre outros fatores, a capacidade da
dieta modular marcadores da sensibilidade a insulina, aterogénicos e inflamatorios. Os
alimentos exercem influéncia sobre a sensibilidade a insulina, aterogénese, inflamacdo e
funcdo endotelial, existindo a atual discussdo sobre a regulagdo hormonal, metabdlica e
inflamatoria. A Figura 1 aponta alguns destes efeitos listados pelo autor, relacionando-os com
uma alimentagdo saudavel.

Uma alimentacdo saudavel portanto, ¢ capaz de influenciar na redugdo de
marcadores inflamatorios, com produgdo de citocinas anti-inflamatdrias atuando na prevengao
de DCNT. Esta alimentacdo deve ser capaz de manter o peso corpéreo baseada num teor
moderado de gordura, baixo baixos de aglicares simples, de gorduras trans e saturada e rica
em frutas, hortalicas e alimentos integrais (GERALDO; ALFENAS, 2008).

De acordo com Calder e colaboradores (2011), uma alimentagdo saudavel baseada
em graos integrais, vegetais, frutas e peixes, ¢ associada com menores niveis de marcadores
inflamatorios circulantes.

Dada a importancia da alimentacdo sobre a saide de uma populagdo e sua relagdo
com as DCNT e inflamac¢do, h4 varios anos indices para avaliagdo dos padrdes alimentares

vem sendo utilizados por alguns paises, avaliando o risco para doengas cronicas relacionadas
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a dieta, com associagdo destes indices a marcadores inflamatorios e aterogénicos (BRESSAN

et al., 2009).

Figura 1 - Efeitos potenciais da ado¢do de padrdes alimentares considerados saudéveis e
aterogénicos sobre o risco para doencgas cronicas e mortalidade.
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Para Geraldo e Alfenas (2008), o conhecimento sobre as propriedades funcionais de
alimentos e nutrientes que promovem efeitos benéficos a saude, especialmente aqueles que
contribuem para a reducdo dos niveis de biomarcadores inflamatoérios, ¢ um campo de
pesquisa futurista e relevante.

De acordo com Oliveira e coautores (2013), também ¢é importante a realizagdo de
estudos que analisem diferentes dietas experimentais para entender as mudangas induzidas por
aumento da adiposidade, bem por outros efeitos metabolicos.

E possivel ter padrdes de dieta que reduzam o estresse inflamatério no corpo e
melhorem disfun¢des endoteliais. Estudos sugerem que a escolha de habitos saudaveis de
alimentacdo modulam os niveis de citocinas e marcadores inflamatérios em pessoas com
diabetes e previnem eventos cardiovasculares em pessoas com alto risco (CASAL; GARCIA,

2014; UUSITUPA; SCHWAB, 2013).
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Outros autores afirmam que mudangas quantitativas e qualitativas na composicao da
dieta, além de protegerem para a obesidade, atuam reduzindo os niveis de marcadores
inflamatorios no organismo (BOURASSA et al., 2016; GOMES et al., 2016; UUSITUPA;
SCHWAB, 2013).

Enquanto muitos estudos vém sendo realizados sobre hébitos alimentares que
contribuem para a inflamagao, poucos estudos tem sido realizados para uma alimenta¢do anti-
inflamatoria. De acordo com Calder e colaboradores (2011), graos integrais, dietas ricas em
fibras, flavonoides e 4cidos graxos poli-insaturados provenientes de peixes e algumas
vitaminas podem proteger contra a inflamag¢do de baixo grau.

A partir da investigagdo da patogénese das doencas cronicas e sua verdadeira relagdo

com processo inflamatdrio, medidas preventivas e terapéuticas podem ser implementadas.

2.3 INFLAMACAO

Inflamacao ¢ uma reacdo complexa a varios agentes nocivos, ligada ao processo de
reparo que consiste de respostas vasculares, migragdo e ativacdo de leucdcitos e reacgdes
sistémicas. Quando exacerbada, as reagdes inflamatorias sdo os pilares para doengas cronicas
(KUMAR et al., 2010).

E um processo fisiologico indispensavel para o equilibrio do organismo. Disfuncdes
nesta resposta, de modo agudo ou crénico, podem contribuir para o desenvolvimento ou
manutencdo de enfermidade, incluindo as doencas cronicas (ARNER et al., 2007; BULLO et
al., 2007; CASAL; GARCIA, 2014).

A inflamag¢do ¢ caracterizada por um aumento de citocinas inflamatorias na
circulagcdo sanguinea e de infiltrados de células imunes no tecido alvo da inflamag¢do (LEE;
LEE, 2014). A figura 2 demonstra uma representacdo generalizada do processo inflamatorio a
partir de um estimulo num 6rgao alvo.

De acordo com Calder e colaboradores (2009), independente da origem do processo
inflamatorio (infecciosa, irritante, alérgica ou neurogénica), a inflamagao envolve 4 fases: 1)
aumento de suprimento de sangue para o sitio da inflamac¢ao; 2) aumento da permeabilidade
capilar, com transporte de mediadores quimicos; 3) migragcdo leucocitaria, mediada por
quimioatraentes; 4) liberagdo pelos leucécitos de outros mediadores quimicos envolvidos no
processo inflamatério, podendo alguns atuarem a nivel sistémico, além do local do sitio do

processo inflamatorio.
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Figura 2 — Visao generalizada do processo inflamatdrio.
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Citocinas inflamatorias sd3o proteinas de baixo peso molecular, secretadas em sua
maior parte por adipocitos, com diversas fun¢des metabdlicas e enddcrinas, que participam da
inflamagdo e resposta do sistema imune. As principais citocinas envolvidas na inflamagao
sdo: interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-8 (IL-8), interleucina-
1B (IL- 1B) e CD40 e CD40L (CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006; VOLP et al., 2008).

A presenca de um estado inflamatério pode ser determinado pela medi¢do da
concentragdo sérica de marcadores pro-inflamatdrios e anti-inflamatoérios, sendo os mais
comuns: proteina C reativa (PCR), IL-6, TNF-a e interleucina 18 (IL-18) (MYERS; ALLEN,
2012), tendo alguns destes marcadores sido utilizados em estudos de intervencdo dietética
(BASU; DEVARAJ; JIALAL, 2006; CALDER et al., 2011; LOPEZ-GARCIA et al., 2004).

J& de acordo com Uusitupa e Schwab (2013), dentre os principais marcadores
inflamatorios que tem sido utilizados para monitorar o impacto da inflamagdo de baixo grau
em doengas cronicas estdo: PCR, PCR ultrassensivel (PCR-US), IL-6, TNF-a, Proteina
Amiloide Sérica A (A-SAA), Inibidor do Ativador de Plasminogénio Tipo 1 (PAI-1),
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Interleucina 1 alfa (IL-1-a), IL-1-, IL-8, IL-10, IL-18, regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted (RANTES) e Fator de inibi¢ao da migracdo de macréfago (MIF).

Sistemicamente citocinas inflamatorias como o TNF, IL-1f e IL-6 tém a capacidade
de prejudicar a acdo da insulina e a captagdo de glicose no tecido periférico, bem como limitar
o armazenamento de gordura no tecido adiposo e redistribuir essa gordura para outros tecidos
que produzem gordura ectdpica. Ja localmente, no tecido adiposo, estas citocinas t€ém a
capacidade de modular a lipdlise e diferencia¢do dos adip6citos (GRANT; DIXIT, 2015).

Além do tecido adiposo atuar como um 6rgao armazenador de gordura, o mesmo tem
um papel ativo nos sistemas enddcrino e imune. Dentre as principais adipocinas inflamatorias
secretadas pelo tecido adiposo, responsaveis por desencadear este papel inflamatério estdo:
leptina, TNF-a, IL-6, PAI-1, proteina quimio atraente de monocito (MCP-1), resistina,
adiponectina e proteina transportadora de retinol-4 (RBP-4), as quais contribuem para um
estado inflamatdrio sistémico e influenciam na resisténcia insulinica (FRANCISQUETI;
NASCIMENTO; CORREA, 2015; GRANT; DIXIT, 2015; RANA et al., 2007; VAN GAAL;
MERTENS; DE BLOCK, 2006).

O tecido adiposo portanto ¢ um grande produtor das adipocinas inflamatorias, as
quais contribuem para a inflamag¢do de baixo grau, com influéncia também sobre outras
doengas cronicas (TRZECIAK et al., 2011).

Ademais, o tecido adiposo contém intmeros tipos de células imunes, com um
aumento destas células com a obesidade, especialmente macrofagos. Células imunes pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias normalmente trabalham em homeostase neste processo.
Com a obesidade, ha um desequilibrio, tornando o ambiente mais pré-inflamatoério (LEE;
LEE, 2014; WEISBERG et al., 2003).

Este mecanismo inflamatério relacionado a obesidade ¢ explicado uma vez que com
o aumento do nimero e tamanho dos adipdcitos decorrentes do excesso de nutrientes, ocorre
consequente hipoperfusdo e microhipdxia do tecido adiposo, com secrecdo de substincias
pro-inflamatérias, que atraem mais células imunes ao tecido, as quais vao secretar mais
quimiocinas e citocinas inflamatorias (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015).

Com a morte de adipdcitos, macrofagos sdo atraidos, realizam a fagocitose e liberam
substancias quimicas que atraem e estimulam a produ¢do de mais células do sistema imune, as
quais por sua vez atuam na secrecdo de outras substancias relacionadas ao processo

inflamatoério (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003).
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Em humanos, as citocinas produzidas por células do sistema imune decorrentes da
inflamacao contribuem para a obesidade relacionada a inflamagao, fibrogénese e desregulagao
metabélica do tecido adiposo (CAER et al., 2017).

Apesar da inflamacdo induzida pela obesidade ter mecanismos semelhantes a de
inflamagdo por qualquer outro motivo, a mesma possui niveis de citocinas mais baixos na
circulagdo e normalmente ¢ considerada cronica (LEE; LEE, 2014).

Uma das possiveis vias causais para a relagdo da obesidade com a inflamagao, ¢ que
as alteragdes no tecido adiposo sdo responsaveis por desencadear processos inflamatdrios de
baixo grau por uma maior produg¢do de adipocinas, citocinas, e fatores inflamatdrios
relacionados ao aparecimento de outras disturbios metabolicos (GOMES et al., 2016;
SANYAL et al., 2017; VELLOSA et al., 2013; UUSITUPA; SCHWAB, 2013).

Para Calder e colaboradores (2011), ndo ha um conceito bem delimitado sobre
inflamacdo cronica, sistémica e de baixo grau. No geral, ¢ bem estabelecida por critérios
clinicos e sua associa¢do com a elevacdo de marcadores inflamatdrios em casos de sindrome
metabolica, diabetes tipo 2 e outras desordens metabdlicas, sendo aceitaveis para este quadro
os marcadores inflamatorios estarem ao menos de 2 vezes acima que os grupos controle. Os
autores citam alguns marcadores utilizados para avaliagdo como o TNF-q, IL-6, IL-18, MCP-
1, interferon (IFN-y), MIF (fator de inibicdo de migracdo de macrdfago), PCR, tendo uma
variagdo desses mediadores em cerca de 10 vezes entre obesos € ndo obesos.

Apesar da relacdo da obesidade com a inflamagdo, alguns mediadores inflamatorios
por si s6 podem desencadear alteracdes metabdlicas maléficas como a resisténcia a insulina,
mesmo na auséncia de obesidade ou outras comorbidades (SHOELSON; LEE; GOLDFINE,
2006).

A Figura 3 apresenta um esquema do processo inflamatorio no tecido adiposo, com
participag@o de células do sistema imune e produ¢do de marcadores inflamatodrios.

Embora ndo seja o foco deste estudo, estudar as complicagdes decorrentes da
obesidade, seja por uma dieta alta em gorduras (high fat/HF) ou alta em carboidratos (high
carb/HC) e consequente expansdo do tecido adiposo, ¢ importante considerando a relagao
sabida da obesidade com a elevagdao dos marcadores inflamatdrios, bem como células imunes
nos tecidos, em especial no tecido adiposo (OLIVEIRA et al., 2013).

Para Tamer e colaboradores (2019), para diminuir o estresse oxidativo e a inflamagao
relacionados a dieta, a redugdo do consumo de gordura saturada e acticar ou substituicdo pela
gordura insaturada e carboidratos complexos da dieta, sio medidas que podem minimizar

danos.
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Figura 3 - Geragao da inflamacao no tecido adiposo.
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O tema tem despertado interesse na comunidade cientifica no mundo todo. Nos
ultimos 10 anos tem crescido consideravelmente o numero de publicacdes cientificas
relacionando a obesidade com inflamagdo. No que tange a esta tematica em estudos realizados
com modelos animais de doenga, a maior parte sdo realizados com roedores, especialmente
ratos e camundongos, com dietas compostas por diferentes propor¢cdes de macronutrientes,
especialmente hipercaldricas e/ou hiperlipidicas (HILDEBRAND et al., 2017).

De acordo com estes autores (HILDEBRAND et al., 2017), este estado inflamatério
também pode ser observado sistematicamente em outros oOrgdos como figado, musculo
esquelético, pancreas, cérebro e intestino, porém pouco estudado em seres humanos, em
partes justificado por considerar a dificuldade ou inviabilidade de andlise histologica destes
6rgaos em humanos, diferente do que ocorre com modelos animais de doenca.

Além do tecido adiposo, o figado ¢ outro 6rgdo afetado pela alimentagdo e envolvido
intimamente com o processo inflamatdrio, o qual sofre exposi¢do regular a produtos dietéticos
¢ microbianos (ROBINSON, HARMON; O’FARRELLY, 2016).

O figado ¢ um 6timo 6rgdo marcador dos efeitos dos nutrientes absorvidos, por ser o
primeiro 6rgdo a receber a circulagdo esplénica (KUMAR et al., 2010). Os papéis
imunolédgicos e metabdlicos do figado estdo relacionados ao metabolismo lipidico,

metabolismo do glicogénio, desintoxicac¢do, remog¢ao de endotoxinas, produ¢do de proteinas
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antimicrobianas, apresentagdo de antigenos, producdo de citocinas, fatores do sistema
complemento, entre outros (ROBINSON; HARMON; O’FARRELLY, 2016).

Além da exposi¢ao a carga microbiana derivada do intestino pela circulagdo portal, o
microambiente hepatico ¢ influenciado ainda pelos altos niveis de gorduras e carboidratos na
dieta, com influéncia direta sobre o processo inflamatorio neste 6rgdo. Carboidratos sdo
convertidos pelo figado em glicogénio, enquanto que as gorduras sdo processadas para
lipoproteinas, sendo distribuidas por todo o corpo (ROBINSON; HARMON; O’FARRELLY,
2016; TALL; YVAN-CHARVET, 2015; TANNAHILL et al., 2013).

Assim, hébitos alimentares podem causar acumulo lipidico hepatico, dano nos
hepatdcitos que podem incluir a esteatose hepatica ndo alcodlica, que quando cronico pode
aumentar o processo inflamatério no figado, podendo progredir para fibrose, cirrose e
insuficiéncia hepatica (LAU; ZHANG; YU, 2017; ROBINSON; HARMON; O’FARRELLY,
2016).

O figado, estimulado por questdes relacionadas a obesidade, injlirias cronicas e
diabetes, juntamente com o pancreas participa ativamente da cascata inflamatoria com a
producdo de citocinas inflamatdrias, sendo ainda hospedeiro para mais células do sistema

imune, as quais por sua vez realizam a producao de mais citocinas (Figura 4).

Figura 4 - Etiologia do processo inflamatorio e sua relagcdo com o figado.
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Alguns estudos apontam a elevagdo de marcadores inflamatdrios derivados de
hepatocitos, como a PCR, SSA, e o fibrinogénio, nos casos de processo inflamatorio cronico
subclinico associado a obesidade e sindrome metabodlica (RANA et al., 2007; VOLP et al.,
2008; ZULET et al., 2007).

A presenga de células imune no figado ¢ importante para a homeostase hepdtica
(ROBINSON; HARMON; O’FARRELLY, 2016). A regeneracdo hepatica por exemplo, ¢
influenciada por IL-1a, TNFa e IL-6 e células residentes (MICHALOPOULOS, 2007). As
células de Kuppfer liberam TNF-a e IL-6, as quais promovem proliferagdo dos hepatocitos e
consequente regeneracao hepatica (SELZNER et al., 2003).

Basicamente, a partir de uma injuria no figado, células imunes residentes sdo
ativados (macrofagos — Células de Kuppfer), produzindo citocinas inflamatérias. Estas
recrutam mais células do sistema imune para o tecido hepdtico, as quais irdo produzir outras
citocinas pro-inflamatorias. Este processo inflamatorio quando cronico, pode induzir a fibrose
hepatica (LAU; ZHANG; YU, 2017; ROBINSON; HARMON; O’FARRELLY, 2016).

Em busca de compostos alimentares terapéuticos para este estado inflamatorio,
estudo realizado em ratos por Mesquita e colaboradores (2011) foi demonstrado efeito anti-
inflamatorio através da suplementacdo dietética com acido graxo 6mega-3 (200 mg/Kg/dia),
comparavel entre o emprego de tenoxican (1mg/Kg/dia), um antiinflamatoério ndo esteroidal.

J& Ostan e colaboradores (2015), apontaram que a dieta mediterranea tem a
capacidade de interferir sobre fatores envolvidos na carcinogénese e resposta inflamatdria,
tanto quanto na producdo de radicais livres, com efeitos sobre o balanco entre fatores pro e
anti-inflamatorios, homeostasia da microbiota e modulagao epigenética da oncogénese.

De acordo com Hildebrand e colaboradores (2017), considerando os efeitos
maléficos ja investigados até entdo por uma dieta ocidental, rica em carboidratos refinados,
caracteristica de paises em desenvolvimento, e a sua relacio com DCNT, ¢ necessaria a
realizacdo de estudos com componentes alimentares otimizadores do metabolismo, atuando
com efeitos anti-inflamatorios, com melhora dos riscos advindos da obesidade e doutras

doengas.
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2.4 ESTEATOSE HEPATICA

As manifestacdes consequentes de uma dieta no figado, podem ser relacionadas ao
desenvolvimento de um estado inflamatério e/ou acimulo de gorduras, como ocorre na
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica/DHGNA (BROWN; KLEINER, 2016).

A DHGNA ¢ a doenga hepatica mais comum em diversos paises do mundo
(NOMURA; YAMANOUCH]I, 2012; YOUNOSSI et al., 2016; SAYINER et al., 2016). Sua
prevaléncia foi aumentada nas tltimas décadas pelo aumento do consumo de frutose através
de xaropes de milho em alimentos industrializados, bebidas agucaradas, muito comuns em
dietas ocidentais (CONSORTIUM, 2013; STANHOPE; SCHWARZ; HAVEL, 2013).

A partir do acimulo de gordura no figado, a sua cronicidade pode evoluir para a
esteatose hepatica ndo alcoodlica, uma doenga hepatica progressiva caracterizada por um
padrdo particular de esteatose com alteragdes inflamatorias e lesdes hepatocelulares, de cura
dificil e com a possibilidade de evolucdo para fibrose hepatica e cirrose (BROWN;
KLEINER, 2016).

Nesta condi¢do, além do estado inflamatorio, ocorre o aumento do estresse oxidativo
hepatico com o influxo de triglicerideos no figado, culminando também no aumento de morte
de células hepaticas, principalmente por apoptose (ALKHOURI; KENT; FELDSTEIN, 2011;
BROWNING; HORTON, 2004).

A DHGNA envolve doengas caracterizadas pelo acumulo de gordura no figado sob a
forma triglicerideos, sendo a esteatose hepatica o seu marcador. A progressdo e cronicidade
deste actimulo pode evoluir para a esteato hepatite ndo alcodlica (Non-Alcoholic
SteatoHepatitis/NASH) e, em casos mais graves, para fibrose, cirrose e carcinoma
hepatocelular. NASH ¢ desenvolvida pela persisténcia do acimulo e gordura que ocorre na
simples esteatose, sendo a forma mais perigosa de DHGNA, -caracterizada pelo
desenvolvimento de lesdo hepatocelular, baldao ou balonamento hepatocelular e inflamagao no
hepatocito esteatdtico (BROWN; KLEINER, 2016; DOWMAN et al., 2010).

Aumento do estresse oxidativo, citocinas pro-inflamatdrias, endotoxinas, resisténcia
insulinica e adipocinas, sdo consequéncias do acumulo de lipideos no tecido hepatico
(BUZZETTI et al., 2016)

A inflamacdo do tecido hepatico pode ser expressa através de infiltrado inflamatorio
no tecido e/ou aumento das citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6 (TILG, 2010),

sendo o TNF-a considerado o principal marcador inflamatério, associado a DHGNA em

alguns estudos (SEO et al., 2013; THEODORE et al., 2012).
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Apesar do aumento dos casos de DHGNA no mundo e dos avancos da pesquisa neste
tema, a patogénese desta doenca ainda ndo ¢ clara, sendo necessario o esclarecimento da
influéncia de fatores dietéticos para o seu desenvolvimento, prevencao e tratamento (CHOI;
ABDELMEGEED; SONG, 2017.)

Sabe-se que a obesidade e resisténcia insulinica sdo intimamente relacionados ao
desenvolvimento de DHGNA (ANSTEE; GOLDIN, 2006; DAY, 2002), porém mais estudos
sd0 necessarios nesta area.

Neste campo de pesquisa, modelos animais tem assumido relevancia ao passo que
buscam reproduzir o mecanismo de desenvolvimento que ocorrem em humanos, investigando
cada etapa de desenvolvimento de DHGNA, bem como buscam possibilidades terapéuticas
que minimizem o seu crescente avango na populacdo mundial (LAU; ZHANG; YU, 2017).

Dentre os modelos animais para indu¢do de DHGNA apontados por Lau e
colaboradores (2017), dietas ricas em frutose encontram-se entre os modelos utilizados, sendo
apontado por Kohli e colaboradores (2010) que o consumo de frutose ¢ necessario a
progressdo do acimulo de gordura e fibrose hepética, mesmo em modelos animais high fat,
considerando o stress oxidativo hepatico, fibrogénese, deposicao de coldgeno e envolvimento

celular no tecido hepatico relacionado a frutose.

2.5 EFEITOS DE DIETAS RICAS EM CARBOIDRATOS

De acordo com Jonasson e coautores (2014), recomendacdes para seguir uma dieta
pobre em carboidratos t€ém um impacto favoravel na inflamac¢do de baixo grau no diabetes
tipo 2, em comparacdo com as recomendacdes para seguir uma dieta pobre em gordura.

Reforgando esta afirmacdo, a recomendacdo de dieta baixas em gorduras por
consequéncia induz a populagd@o a substituir a gordura da dieta por carboidratos, com reflexos
maléficos diretos desta dieta hiperglicidica sobre a satde como aumento da trigliceridemia,
diminui¢do das concentragdes de HDL e efeitos sobre a adiposidade (POLACOW; LANCHA
JUNIOR, 2007).

Em uma coorte de 4.154 individuos, alteragdes metabdlicas importantes, como
sindrome metabodlica e hiperlipedemia, foram detectadas a partir de uma alimentacdo rica em
carboidratos totais e carboidratos derivados do amido (FENG et al., 2015).

Em ensaio clinico realizado com homens por Rizi (2016), uma dieta rica em

carboidratos predispds a maior resisténcia insulinica. Os efeitos adversos cumulativos desta
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dieta, de ordem imuno metabodlica, induziram a resisténcia insulinica, com maior risco
cardiovascular.

No geral, observa-se que fatores nutricionais incluindo energia em excesso, ingestao
elevada de carboidratos simples, gordura saturada e baixa ingestdo de fibras, contribuem para
sobrepeso e obesidade, com efeitos pro-inflamatorio e de estresse oxidativo no organismo
(FENG et al., 2015).

Como um mal do mundo moderno, a dieta ocidental definida por Kerver e
colaboradores (2003), ¢ caracterizada pelo alto consumo de alimentos com alta densidade
energética, carnes e outros alimentos processados, ovos, carnes vermelhas e laticinios ricos
em gordura, com a combina¢do de cereais, agucares, 0leos vegetais prejudiciais e adicdo de
sal.

Para Greenberg e Obin (2006), a consequéncia da acumulacdo lipidica decorrente de
uma dieta ocidental ¢ a quebra do balanco da sinalizacdo celular sistémica na producgdo de
adipocinas e citocinas, promovendo um estado pro-inflamatorio.

Diferentes tipos de dieta apresentam efeitos distintos sobre o funcionamento do
corpo. De acordo com Myers e Allen (2012), a dieta ocidental pode agir como fator pro-
inflamatorio sistémico, com influéncia sobre diversas morbidades, incluindo as DCNT.

As consequéncias inflamatdrias advindas da ingestdo de macronutrientes numa dieta,
vao além das relacionadas diretamente a obesidade ou 6rgaos comumente apontados como
orgdos alvo, como o figado.

Estudos sdo realizados para entender os efeitos individuais dos macronutrientes
(lipidios, proteinas e carboidratos) e seus subtipos sobre a a¢do da insulina e obesidade, com
menos informagdes sobre os carboidratos e seus subtipos (STORLIEN et al., 2000).

Ja ¢ sabido o efeito inflamatorio dos carboidratos, especialmente os refinados, sobre
o organismo. Porém, de acordo com Oliveira e coautores (2013), estes efeitos sobre
parametros inflamatdrios e metabdlicos sdo pouco estudados.

Fatores importantes a serem considerados como influenciadores do metabolismo dos
carboidratos ¢ o indice glicémico/IG (medida do potencial de um carboidrato em aumentar a
glicose sanguinea) e a carga glicémica/CG (quantidade de carboidrato presente na porgdo de
alimento consumido, comparado com um alimento padrdo). Numa escala de IG, a glicose ¢ o
carboidrato de maior indice glicémico, seguido da sacarose (moderado IG) e da frutose (baixo
indice glicémico) (DICKINSON; BRAND-MILLER, 2005).

Em uma coorte realizada com humanos, foram demonstrados os maleficios de uma

dieta a base de carboidratos derivados do amido estiveram associados ao maior risco para
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sindrome metabdlica (RR 2,24) e hiperlipidemia (RR 3,05) (FENG et al., 2015). Ja em estudo
realizado com homens magros sensiveis a insulina e homens obesos ja resistentes a insulina,
uma dieta rica em carboidrato pode predispor mais a riscos para doengas cardiovasculares
(PARVARESH et al., 2016).

Outros autores tem afirmado que a ingestdo de dietas hipercaldricas, ricas em
gordura ou glicose possa provocar resposta inflamatéria em curto periodo de tempo
(BASHAN et al., 2009; BURTON-FREEMAN, 2010; HYSON et al., 2002; MOHANTY et
al., 2000), e que mesmo na auséncia de co-morbidades, mediadores inflamatorios podem por
si desencadear resisténcia insulinica (SHOELSON et al., 2006).

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2013), foi observado um elevado
namero de leucocitos no sangue periférico de camundongos alimentados com racdo e dieta
HC quando comparado a dieta controle desde o primeiro dia de estudo, tendo a se normalizar
a partir da 4 semana, caracterizando o envolvimento celular agudo, e no tecido adiposo a
partir do 3 dia de estudo.

Pelo figado ser um dos primeiros 6rgdos a receber a circulacdo esplanquica
proveniente do intestino no processo de digestdo, com ativo papel no metabolismo dos
nutrientes (KUMAR et al., 2010), o mesmo sofre influéncia direta de uma dieta rica em
carboidratos.

A Figura 5 apresenta uma representacdo do dano hepatico a partir de uma dieta rica
em carboidratos.

Em estudos experimentais em roedores, que buscaram comparar os efeitos de dietas
high fat (HF) e high carb (HC), diferentes propor¢des de gordura e carboidratos na dieta
causam diferentes efeitos com modulag¢do da deposicao de lipideos no figado (LI et al., 2015;
SILVA-SANTI et al., 2016).

Além dos danos hepaticos, estudos experimentais realizados com dietas high
carb/HC, especialmente com acucares refinados, demonstraram uma rdpida expansdo do
tecido adiposo, associado ao influxo de leucdcitos no tecido adiposo, podendo contribuir para
terem aumentado o nivel de citocinas, como IL-6, TNF-o, IL-10, TGF-bl, CCL2 ¢ CXCL1
(OLIVEIRA et al., 2013; YANG et al., 2012).

De acordo com Masi e colaboradores (2017), o qual avaliou os danos inflamatoérios
decorrentes de camundongos alimentados com uma dieta rica em carboidratos (enriquecida
com leite condensado), outra rica em gorduras e a combinagdo destas duas dietas, as 3 dietas
foram obesogénicas e induziram disfun¢do metabdlica, tendo a rica em carboidratos sido mais

pro-inflamatodria, a rica em gorduras causado mais resisténcia a insulina e esteatose hepatica, e
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a combinacdo de ambas apresentou piores resultados. Estes dados confirmam diferentes
efeitos de acordo com a propor¢do do macronutriente na dieta, havendo uma necessidade de

melhor elucidagdo sobre o tema.

Figura 5 — Dano hepatico induzido a partir de uma dieta rica em carboidratos.
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Outro estudo em que estudou o efeito da combinacdo de dieta rica em carboidrato
(sacarose) e gorduras, em camundongos alimentados por 2 ou 4 semanas, demonstrou o
rapido inicio da hepatosteatose, hipertrofia do tecido adiposo e hiperinsulinemia
provavelmente devido a resposta rapida dos genes lipogénicos, sinalizadores de insulina e
inflamatorios (YANG et al., 2012).

Um més de alimentag¢do de diet de cafeteria (65% gorduras saturadas em sua maior
parte) em ratos Wistar foi capaz de induzir caracteristicas de sindrome metabolica e DHGNA
(PASARIN et al., 2012).

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2014) que buscou avaliar o perfil
inflamatorio e o dano hepatico em camundongos alimentados com uma dieta rica em

sacarose, lipideos ou a combinagdo de ambos por 8 semanas, apesar a dieta alta em sacarose

ndo ter levado a obesidade, a mesma levou a hipertrofia dos adipocitos, intolerancia a glicose,
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hiperinsulinemia, hiperlipidemia, esteatose hepatica e aumentou os niveis de citocinas
inflamatorias.

Um estudo experimental em camundongos, utilizando uma dieta high carb/HC e
outra high fat/HF', a dieta rica em carboidratos causou mais esteatose hepdtica e inflamagao do
que a dieta rica em gorduras. A dieta com excesso de carboidratos foi associada a obesidade e
alteracdes metabolicas importantes, incluindo o excesso de colesterol (LI et al.,, 2015). De
acordo com Casal e Garcia (2014), picos glicémicos e consequentes picos insulinicos
relacionados a ingesta alimentar rica em carboidratos, podem causar efeitos inflamatorios no
organismo.

Os efeitos das varias formas de carboidratos complexos sdo poucos explorados. Ha
uma necessidade de alguns esclarecimentos sobre o uso de amidos resistentes e fibras na
resisténcia a insulina, onde actcares simples comparados aos complexos possuem efeitos
negativos sobre a acdo da insulina (STORLIEN et al., 2000).

Brand Miller e colaboradores (2007) abordaram a importancia de cereais integrais na
alimentacdo, especialmente aqueles com baixo indice glicémico, os quais evitam o aumento
subito da glicose no sangue, limitam a secre¢ao de insulina, consequentemente a inflamacao.

Em modelos animais de doenca observa-se que a resposta inflamatoria e metabolica
induzida por dieta ainda possui lacunas de conhecimento, no que concerne a proporcao de
macronutrientes, tipo de carboidrato, bem como a componentes que possam atuar como efeito

de prevengdo ou terapéutico, como as fibras (HILDEBRAND et al., 2017).

2.5.1 Carboidratos

Os carboidratos, também conhecidos como hidratos de carbono, glicidios, glicidos,
glucideos, glticidos, glucides, sacarideos ou agtlicares, sdo as macromoléculas mais abundantes
na natureza, sendo os principais elementos da dieta em diversas partes do mundo. Dentre as
diversas funcdes atribuidas aos carboidratos, a principal ¢ a energética (NELSON, 2018).

Os carboidratos sdo a principal fonte de energia na alimentacao, tanto para humanos
quanto para animais. Compreendem dois grandes grupos: simples (monossacarideos,
dissacarideos) e complexos (oligossacarideos, polissacarideos), conforme esquema
representado pela figura 6.

A glicose ¢ o carboidrato monossacarideo mais utilizado pelo organismo para

obtencdo de energia, sendo o amido composto por centenas a milhares de moléculas de
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glicose, este, por sua vez a principal fonte energética em plantas e para a nutricdo animal
(SILVA, 2018).

O amido, polissacarideo constituido apenas por moléculas de glicose, possui alto
indice glicémico (DICKINSON; BRAND-MILLER, 2005). J4 a frutose, monossacarideo
encontrado em frutas e vegetais, nas ultimas décadas mais presente nas dietas ocidentais, ¢
muito relacionada ao consumo de comidas fast food e refrigerantes (BARREIROS;
BOSSOLAN; TRINDADE, 2005). Em modelos animais, o uso da frutose em dietas
experimentais tem relacionado diversas desordens no metabolismo lipidico (BOTEZELLI et

al., 2010).

Figura 6 — Esquema representativo dos tipos de carboidratos existentes.
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De acordo com Dziadek e colaboradores (2019), apesar das frutas apresentarem
muita frutose, as mesmas também apresentam outros compostos que podem trazer beneficios
e equilibrio na metaboliza¢do da frutose, diferentemente dos alimentos industrializados que
sofreram adicdo de frutose pura.

A frutose merece uma aten¢do especial, uma vez que apresenta uma via metabdlica
diferente da glicose (a qual ¢ metabolizada em todos os tecidos corporais), sendo
primeiramente metabolizada no figado, estando prontamente disponivel para a lipogénese

hepatica (MAYE, 1993).
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As maiores concentracdes de frutose sdo encontradas no xarope de milho (55% a
90% de frutose), mel (40% de frutose) e frutas (mais de 7.6% de frutose) (RAATZ,
JOHNSON; PICKLO, 2015; SUN; EMPIE, 2012).

A frutose dietética ¢ apontada como o maior candidato ao desenvolvimento de
DHGNA (AKAR et al., 2012). Em modelos animais de doengas com uso de dietas
enriquecidas por frutose ndo ¢ diferente, havendo maior ocorréncia de esteatose hepatica
quando consumo de dietas enriquecidas em frutose (YANG et al., 2019; USHIO et al., 2013).

Além do seu metabolismo ser mais lento (com indice glicémico menor do que da
glicose), a absorc¢do da frutose ndo depende da ag@o da insulina e ¢ independente do gradiente
de glicose na célula. E absorvida de forma muito mais eficiente no figado, onde ¢é fosforilada
e presa, de forma que ndo haja frutose disponivel na circulagao sanguinea (GROPPER, 2016).

Devido ao elevado poder de dogura (presente em muitos adogantes e bebidas
acucaradas) e ao baixo custo, a frutose teve grande aumento no consumo nos ultimos anos,
especialmente em substitui¢do a gordura da dieta por recomendacdes amplamente divulgadas
entre a populagdo, tendo alguns autores sugerido que este aumento pode ser um fator
potencialmente importante nas taxas de crescimento da obesidade e da sindrome metabolica
(ADELI, 2007; FERDER; FERDER, INSERRA, 2010; RUTLEDGE; HAVEL, 2005;
TAPPY, 2012).

Ainda de acordo com Horst e Serlie (2017), o consumo regular de frutose ¢ fator
importante no desenvolvimento de desordens lipidicas, estresse oxidativo e inflamacao
cronica. Estes disturbios seriam associados ao efeito pro-oxidativo e pré-inflamatério da
frutose com producdo de radicais livres e citocinas inflamatorias (PEKTAS et al., 2016;
ZAGRODZKI et al., 2007)

Outra questdo importante ¢ referente ao uso controverso da frutose por pacientes
diabéticos, em substituicdo a glicose, por sua via metabdlica ndo depender da acdo da
insulina. O uso exagerado de frutose, especialmente através de adogantes ou bebibas
acucaradas, pode exercer piores efeitos quando analisado o metabolismo lipidico, com
aumento do colesterol e triglicerideos sanguineos, além de efeitos direto sobre o figado, com
aumento do acimulo de gordura hepatica (BARREIROS; BOSSOLAN; TRINDADE, 2005).

Em alguns modelos animais, dietas ricas em frutose tem sido utilizadas para a
indug¢do de DHGNA (CHOI; ABDELMEGEED; SONG, 2017; YANG et al., 2019; ZHAO et
al., 2018), a maior parte através do fornecimento de frutose pela agua (LI; LU, 2018;

MEDRANO et al., 2019; YANG et al., 2019; SPRUSS et al., 2012).
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Estudo realizado com ratos Wistar a partir do consumo de refrigerante rico em
frutose resultou em alteragdes desfavoraveis ao perfil lipidico dos animais (BOTEZELLI et
al., 2010).

Outros estudos em modelos animais apontaram efeitos maléficos de dietas ricas em
frutose como problemas cardiovasculares, disfungdes renais e sindrome metabolica
(ALZAMENDI et al., 2009; BOCARSLY et al., 2010; LINDQVIST; BAELEMANS;
ALBERTSSON, 2008).

Uma dieta rica em frutose em roedores (apenas 20% de frutose oferecida por 12
semanas) causou sindrome metabolica, como elevagao dos triglicerideos séricos, aumento da
pressdo arterial, diminuicdo da sensibilidade a insulina com hiperinsulinemia e secrecao
alterada de lipoproteina de densidade muito baixa (KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004).

Curiosamente, em um estudo realizado na busca de avaliar os efeitos combinados de
uma dieta rica em frutose, associado ao consumo de cigarro no enfisema pulmonar em
camundongos, a ingestdo de frutose por si so foi capaz de causar dano e enfisema pulmonares
a partir da instalacdo de um ambiente inflamatdrio sistémico de baixo grau (SUEHIRO et al.,
2019).

Alguns autores descrevem outros efeitos deletérios da combinacdo do consumo de
dietas ricas em gorduras e frutose, como prejuizo no desempenho cognitivo, possivelmente
induzidas por fatores inflamatorios, e dano hepatico mais severo (KOHLI et al, 2010;
MARISSAL-ARVY et al., 2014; WOODIE; BLYTHE, 2017).

Em um estudo que buscou avaliar os diferentes efeitos de dietas ricas em gorduras
(60% gordura) e frutose (55% frutose) na fisiologia € no comportamento de ratos machos, os
animais alimentados com frutose tiveram maiores niveis de insulina e triglicerideos
(WOODIE; BLYTHE, 2017).

Embora alguns estudos tenham sido realizados sobre os efeitos de dietas ricas em
frutose sobre o metabolismo e o perfil inflamatério, muito ainda deve ser elucidado, a
considerar principalmente as particularidades da via de metabolizacdo da mesma (MILLER;

ADELLI, 2008).

2.5.2 Pré-bioticos, Fibras e Frutooligossacarideo/FOS

Os prebioticos, fibras alimentares ou fibras dietéticas, sdo carboidratos ndo

absorviveis e nao digeriveis pelo organismo, presentes principalmente nos alimentos de
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origem vegetal, podendo serem divididos em soltiiveis e ndo soltiveis. Apresentam importantes
funcdes relacionadas especialmente ao funcionamento intestinal, proliferacio e/ou
multiplicagdo de maneira seletiva da microbiota intestinal, redu¢do do peso, niveis de
colesterol e glicose sanguineos (BERNAUD; RODRIGUES, 2013; KACZMARCZYK;
MILLER; FREUND, 2012; RASTALL; GIBSON, 2015; SAKAI et al., 2001).

De acordo com Slavin (2008), populacdes que consomem mais fibras apresentam
menos doengas cronicas, através da diminui¢ao dos fatores de risco para DCNT.

Os beneficios estdo relacionados a redugcdo da digestdo e absor¢ao de
macronutrientes, bem como diminui¢do do contato de algumas substincias carcinogénicas no
limen intestinal e diminuicdo das taxas de glicose sanguinea, a partir da diminui¢do da
velocidade de absor¢do da glicose por aumento da viscosidade no limen intestinal
(KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012).

Os mecanismos envolvidos a estes beneficios podem ser relacionados a a melhora do
transito intestinal, alteragdes na viscosidade intestinal, alteragdo da absor¢do de nutrientes
com reducdo da velocidade de absor¢do da glicose, interferéncia no metabolismo lipidico e
producdo de acidos graxos essenciais, aumentando a excrecao de colesterol pela bile, dentre
outros e producdo de hormdnios intestinais (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012;
KUSMINSKI et al., 2007)

Frutas e vegetais sdo boas fontes de vitaminas, minerais, fibras alimentares, e outros
nutrientes benéficos para a satde, podendo reduzir o risco para algumas DCNT (WHO, 2019).
Em uma ampla corte realizada com humanos, o maior consumo de frutas, vegetais e
leguminosas foi associado a um menor risco de mortalidade ndo cardiovascular e total. Os
beneficios foram maximos para a mortalidade ndo cardiovascular e a mortalidade total de trés
a quatro porg¢des por dia (equivalente a 375-500 g / dia) (MILLER et al., 2017).

De acordo com a American Diabetes Association (ADA, 2004), a fibra soluvel
exerce papel no controle de dislipidemias e da glicemia através da acdo sobre a absor¢ao
intestinal de colesterol e carboidratos.

De uma forma geral, entre outros beneficios, o consumo de fibras parece estar
associado a menores valores dos marcadores inflamatérios, com reducdo de processos
inflamatorios de baixo grau, e um menor risco ao desenvolvimento de algumas doengas
cronicas como doenga coronariana, hipertensdo, obesidade, diabetes e cancer de colon
(BERNAUD; RODRIGUES, 2013; KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012).

Em um estudo realizado com mulheres em idade p6s menopausa, Ma e colaboradores

(2008) reportaram que uma dieta rica em fibras € associada a baixos niveis plasmaticos de
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interleucinas IL-6 e TNF-a, sugerindo que este tipo de dieta possa ser um meio para reduzir a
inflamacdo do organismo e doencas relacionadas a mesma. Em outro estudo realizado pelos
mesmos autores (MA et al., 2006), foi sugerido que este tipo de dieta protege para altos niveis
de PCR.

O consumo de fibras também tem influéncia sobre o sistema imune, ao passo que
altera as concentracdes plasmaticas de PCR e TNF-a, podendo atuar como efeito anti-
inflamatério (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012).

Em humanos, em um estudo realizado com 1.958 mulheres em pds menopausa, o
consumo de fibras foi inversamente associado aos niveis de IL-6 ¢ TNF-a (MA et al., 2008).
Em outro estudo realizado pelo mesmo autor principal com 524 participantes adultos (MA et
al., 2006), o consumo de fibra dietética teve um efeito protetor contra niveis elevados de PCR.

Uma dificuldade na escolha da dose a ser suplementada em estudos clinicos
realizados em humanos ¢ referente as diferentes concentracdes utilizadas (5-25g/dia), bem
como o pouco tempo de exposicao (14-20 dias) a que os individuos sdo submetidos na maior
parte dos estudos (COSTA; GUIMARAES; SAMPAIO, 2012).

De acordo com a Associacdo Dietética Americana (ADA) (SLAVIN, 2008), as
recomendacdes de consumo diario de fibras em humanos ¢ de 14g/1000.kcal, ou de 25 g para
mulheres adultas ou de 38 g para homens adultos.

O consumo de fibras tem sido amplamente estudado em modelos animais de doenca,
sugerindo efeitos pré-bidticos, com melhora da constipagdo e do metabolismo de nutrientes,
especialmente com destaque para a absor¢do de minerais (XIAO et al., 2015), porém com
uma ampla variedade de doses ofertadas.

Dentre os prebidticos estdo inulina, B-glucanos, lactulose, lactitol, xilitol, e alguns
oligossacarideos nao digestiveis como o frutooligossacarideo (FOS), Mananoligossacarideo
(MOS), galacto-oligossacarideo (GOS), Arabino-oligossacarideo (AXOS) (KARIMIA et al.,
2015; SONG et al., 2014; STEFE et al., 2008).

O FOS ¢ um tipo de fibra dietética, oligossacarddeo resistente, da classe frutanos
juntamente com a inulina e a oligofrutose, com beneficios diretos sobre a microbiota
intestinal, muito utilizado em estudos dietéticos a partir de modelos animais de doenga. E
capaz de reduzir a absorcdo de macronutrientes, aumentando a viscosidade do contetido
luminal e alterando o tempo de transito intestinal (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND,
2012).
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Os beneficios do consumo de FOS sobre a microbiota intestinal, em partes esta
relacionado com a sua influéncia sobre o crescimento de bifidobactérias nas fezes, com efeito
pré-bidtico ao organismo (GIBSON, 1999; GROPPER, 2016).

Em um estudo experimental realizado tanto com redores, quanto com humanos, o
consumo de FOS melhorou o transito intestinal e foi efetivo na evacuagdo intestinal,
sugerindo a FOS ser til e segura na melhora da constipacdo (WANG et al., 2013).

Ja em outro estudo, realizado com camundongos, o consumo de FOS suprimiu o
acumulo de gordura abdominal dos animais alimentados com dietas HF (NAKAMURA et al.,
2011).

De acordo com Malaguarnera e colaboradores (2012), os efeitos metabolicos e
inflamatoérios da FOS sdo decorrentes da melhora da microbiota intestinal, propiciando
mecanismos anti-inflamatorios e efeitos imunomodulatorios, os quais podem reduzir a
exposi¢do hepaticas a compostos intestinais que possam causar algum maleficio.

Os estudos sobre a alteracdo da microbiota intestinal com crescimento de
bifidobactéria ainda sdo controversos, mas ¢ fato de que a FOS possui interferéncia positiva
na maior parte dos estudos, seja por alteragdo da microbiota, transito intestinal, diminuicao de
marcadores inflamatoérios, de estresse oxidativo ou outros.

Outros estudos tem demonstrado efeito da FOS em humanos, com melhora da
sindrome metabolica e resisténcia insulinica e diminuicdo da glicemia pds prandial
(ESLAMPARAST et al., 2014; RESPONDEK et al., 2014) e em animais com a diminuigao
de citocinas inflamatorias, estresse oxidativo e melhora da sensibilidade a insulina (HSIA et
al.,2012; SHINOKI; HARA, 2011; YEH et al., 2014).

De acordo com Costa ¢ colaboradores (2012), o consumo de FOS melhora o
metabolismo de carboidratos e reduz a disponibilidade de radicais livres em animais
diabéticos. J& Lomax e Calder (2009), afirmam que a FOS ¢ capaz de modular alguns
aspectos da fun¢do imune, melhorar a capacidade do organismo de responder com sucesso a
certas infecg¢des intestinais e modificar algumas condi¢des inflamatorias.

Em outro estudo realizado por Nakamura e coautores (2014), camundongos
alimentados diariamente com FOS (em substituicdo da 5% de sacarose da dieta AIN-93) por
um periodo de 38 semanas, tiveram desaceleracdo na senescéncia, alteragdo de microbiota
instestinal, diminuicdo dos marcadores de estresse oxidativo e citocinas inflamatdrias,
sugerindo os autores que estes resultados deram-se provavelmente pela melhora da microbiota

intestinal, a qual teve aumento significativo de bifidobactérias.
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Em um estudo realizado em ratos, que avaliou o tratamento de DHGNA e esteatose
cardiaca induzida por uma dieta rica em carboidratos (HAUBERT et al., 2015), no qual foi
realizada suplementagdo terapéutica de colina a 3g/100 g e frutooligossacarideo/FOS a
10g/100g, ambos os tratamentos foram efetivos para a reducdo da esteatose hepatica e
cardiaca.

De acordo com Shinoki e Hara (2011), dieta rica em FOS (5g/100g) melhorou a
sensibilidade a insulina juntamente redu¢do da massa gorda do intestino grosso e da secre¢ao
de adipocitocinas em células de gordura mesentérica em ratos.

Especificamente em um estudo realizado com ratos que receberam uma dieta rica em
frutose, a administracdo de FOS foi capaz de proteger os animais ao desenvolvimento de
hipertrigliceridemia e efeitos pro-oxidativos (BUSSEROLLES et al., 2003).

Em busca de melhor esclarecer os mecanismos preventivos e terapéuticos da FOS
com a obesidade, Aguilar e colaboradores (2014) sugerem a realizacdo de novos estudos,
incluindo a andlise da expressdo génica relacionada ao metabolismo lipidico hepatico e

quantificag@o de citocinas anti-inflamatorias.

2.6 EFEITOS DA ALIMENTACAO EM MODELOS ANIMAIS

Modelos animais de doenga assumem grande importancia para o inicio de estudos
clinicos para uma variedade doengas e condi¢des de satde. Sdo a base da evidéncia cientifica
para futuros estudos clinicos em humanos.

Considerando os efeitos que diferentes dietas causam sobre o organismo, com
influéncias sobre o estado metabdlico e inflamatorio por diversos mecanismos, juntamente
com a atual gradativa ingestdo aumentada de carboidratos em dietas ocidentais observadas
principalmente em paises em desenvolvimento, e ainda, a dificuldade de avaliar em humanos
os efeitos dessa dieta, os modelos animais tém sido utilizados para avaliar efeitos
inflamatorios causados pela alimentagdo (HILDEBRAND et al., 2017).

Em modelos experimentais de obesidade e resisténcia a insulina, modelos animais
tem relevancia ao passo que facilitam a investigacdo de maneira estritamente controlada das
variaveis relacionadas as suas formagdes e complicagcdes (CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006).

Dentre os modelos animais, os roedores tem sido um dos mais utilizados

considerando a disponibilidade da sequéncia gendmica completa, ciclo de vida relativamente
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curto, facilidade de criacdo, capacidade de controlar o meio ambiente para criagdo, bem como
a similaridade de processos fisiologicos (COX; CHURCH, 2011; LEON, 2005), além de
permitirem analises que seriam invidveis em seres humanos.

Estudos a partir de modelos animais de doenga podem facilitar a investigagdo dos
mecanismos relacionados a indugdo de disfungdes metabdlicas pela obesidade em humanos,
geralmente realizados com roedores e com uso de dietas hipercaldricas ou hiperlipidicas. Sao
comprovadamente um modelo eficiente para o estudo da fisiopatologia das complicagdes
associadas a obesidade ¢ resisténcia insulinica, com similaridade a forma como ocorre em
humanos (CESARETTI; KOHLMANN, 2006; ROSINI; SILVA; MORAES, 2012;
STORLIEN et al., 2000).

Modelos animais também tém sido importantes nos estudos dos efeitos de fatores
dietéticos sobre a ac¢do da insulina, os quais de maneira controlada investigam a fisiopatologia
da obesidade e resisténcia insulinica (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006). Outros
estudos avaliam complicacdes de doencgas cardiovasculares em roedores (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2010).

De acordo com Rosini e colaboradores (2012), estudos com roedores sdo eficientes
para analisar as complicacdes de obesidade induzida por dieta, devido a sua semelhanga com
a formacao da obesidade e respostas metabolicas em humanos, diferentemente do que ocorre
com os modelos animais genéticos, os quais retratam a realidade de uma minoria em
humanos.

Normalmente estudos de intervengdo dietética em animais requerem um longo tempo
de exposicdo a dieta (> 8 semanas) para avaliacdo das suas reais complicacdes (LEE; LEE,
2014), embora outros autores tenham detectado alteracdes metabdlicas, hormonais e
inflamatorias ap6s um curto periodo de exposi¢cdo (OLIVEIRA et al., 2013).

Dietas HF sdo tradicionalmente mais utilizadas para a indugdo de obesidade em
roedores, tendo alguns autores demonstrado outro robusto modelo com o mesmo fim, porém
mais similar a0 que ocorre com os humanos em consumo da dieta ocidental, baseado em
deitas ricas em carboidratos e gorduras, chamadas de dieta de cafeteria/CAF quando
constituidas por alimentos altamente palataveis e com alta densidade energética. Este modelo
também esta mais relacionado ao estresse oxidativo (JOHNSON et al., 2016; SAMPEY et al.,
2011; ZEENI et al., 2015).

Sampey e colaboradores (2011), em um estudo realizado com camundongos,
comparando dieta HF com HC, demonstrou as consequéncias obesogénicas e inflamatorias

rapidas e severas da CAF em comparacdo com a dieta HF, incluindo ganho de peso rapido,
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aumento de marcadores da sindrome metabodlica, acimulo de lipidios em vérios tecidos e
inflamacao dramatica.

Outro estudo demonstrou que a dieta de CAF, mesmo que por um curto periodo, €
capaz de causar disturbios metabdlicos e aumentar a adiposidade abdominal, sem alterar o
peso corporeo (CASTRO et al., 2014).

As dietas de cafeteria, uma tentativa de reproduzir as dietas “ocidentalizadas”, de fast
foods, altamente palataveis, tem sido capazes de aumentar o peso corporal dos animais em 30-
40% em 12 semanas de estudo, com aumento de gordura visceral, resisténcia a insulina e
hiperleptinemia (PAULA; SILVA; HALL, 2004).

Em um estudo de revisdo sobre a avaliagdo da inflamacdo causada por dietas ricas
em carboidratos em modelos animais de doenca (HILDEBRAND et al., 2017), estas dietas
foram relacionadas a efeitos maléficos ao organismo como inflamagdo, danos sistémicos e
teciduais principalmente nos niveis adiposo, cardiaco e hepatico, com maior expressao
citocinas pro-inflamatorias juntamente com maior adiposidade visceral.

Em modelos animais, foi verificado que uma dieta rica em frutose (similarmente ao
que ocorre em humanos com a substitui¢do como adogantes no lugar da sacarose em bebidas e
doces por frutose), pode desencadear hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resisténcia
insulinica e aumento da pressao arterial (VASDEV; LONGERICH; GILL, 2004).

Em um estudo com camundongos, uma dieta rica em carboidratos refinados (74,2%
de CHO, sendo 30% de acgucares refinados, especialmente a sacarose) foi capaz de induzir
alteragdes inflamatdrias no tecido adiposos a partir do 3° dia de seguimento. Altera¢cdes nos
niveis de IL-12 foram detectadas a partir da 12 semana de exposicdo a dieta (OLIVEIRA et
al., 2013).

Assim, estudos em modelos animais tém sido muito importantes em estudos de
etiologia da resisténcia insulinica por meio de intervencdes dietéticas estritamente

controladas, as quais ndo sdo possiveis em humanos (STORLIEN et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Auvaliar o efeito da suplementacgdo de fibras sobre a inflamagdo e esteatose hepatica em

camundongos Swiss alimentados com dietas ricas em carboidratos.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar estudo morfométrico: consumo de ragdo, ganho de peso, peso do figado dos
animais;

e Realizar estudo do perfil bioquimico (glicemia, triglicérides, colesterol total e fragdes,
ureia, creatinina);

e Realizar estudo das citocinas inflamatorias (PCR, IL-6, IL-10 e IL-12, insulina, MCP-
1, TNF e IFN-y);

e Realizar estudo histologico do figado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Estudo experimental, realizado no Biotério Central do Instituto de Biociéncias
(InBio) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/UFMS, em condi¢des controladas de
luz (fotoperiodo de 12/12 horas de claro/escuro), temperatura (22 +2°C) e umidade (55
+10%).

Foram utilizados 32 (trinta e dois) camundongos (Mus musculus), linhagem Swiss,
machos, com 60 dias de idade, procedentes do InBio/UFMS, acompanhados entre os meses de
janeiro a maio de 2018, totalizando um periodo de 16 (dezesseis) semanas de seguimento.

Apoés a aclimatagdo de 14 dias, os animais foram pesados e, randomicamente,
distribuidos em caixas em 4 grupos experimentais, de 8 animais cada, com acesso ad /ibitum a
agua e racao.

Para cada grupo experimental, foi oferecido um dos 2 tipos de ragdes isocaloricas
elaboradas (rica em amido ou rica em frutose), por um periodo de 16 semanas. Nas ultimas 4
semanas do experimento, em 2 grupos foi realizada a suplementacao de fibras (FOS) por meio
de gavagem. Nos demais 2 grupos foi realizada gavagem com 4gua, conforme protocolo do

desenho experimental ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Fluxograma ilustrando o desenho experimental, com a distribui¢do dos animais em
grupos de acordo com os tipos de dieta ofertados e suplementagdo de fibras/FOS (n=32).
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Cada grupo foi acomodado em caixas de polipropileno (30 x 20 x 13 cm), na lotagdo
maxima de 3 animais por caixa. Os animais foram identificados com marca¢do de caneta
dermografica na cauda, permitindo o acompanhamento individual de cada animal (Figuras 8,
9¢10).

O estudo foi submetido para andlise no Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS), seguindo as recomendagdes
¢ticas em tratamento animal de acordo com o CEUA — UFMS, Guide for the care and use of
laboratory animals do National Research Council (NRC, 1996) e os Principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).
Teve sua aprovacao em 09 de dezembro de 2016 sob n° de Protocolo 813/2016 (Anexo 1).

Para acesso as instalagdoes do InBio/UFMS, a pesquisadora responsavel participou de
treinamento oferecido laboratorio envolvido, como pré-requisito ao inicio do experimento

(Anexo 2).

Figura 8 - Fotografia da acomodac¢do dos animais em caixas de polipropileno durante o
experimento, lotacdo maxima de 3 animais por caixa, estando os animais identificados com de
canetas dermograficas na cauda.

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 9 - Fotografia da acomodacdao dos animais em caixas de polipropileno durante o
experimento, com acesso ad libitum a agua e racao.

| TN

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 10 - Fotografia da acomodacdo dos animais em caixas de polipropileno durante o
experimento, em prateleiras, nas mediacdes do laboratério InBio-UFMS.

Fonte: Arquivo pessoal
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4.2 PROCEDIMENTOS REALIZADOS

4.2.1 Confecciao das Racoes

Para a realizacdo do experimento, foram confeccionadas ragdes isocaloricas, de
acordo com o protocolo experimental do American Institute of Nutrition (AIN), e
armazenadas em temperatura de 8° C, evitando oxidagdo lipidica e alteragdes na sua
composi¢ao (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Considerando os animais utilizados neste estudo serem considerados adultos jovens,
0s quais atingem a sua maturidade sexual entre 40/50-60 dias (ANDRADE; PINTO &
OLIVEIRA, 2002; QUINN, 2005), as ragoes confeccionadas foram baseadas na dieta AIN-
93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

As ragdes diferiram apenas na fonte de carboidratos, conforme o Quadro 1, sendo:
racdo alta em amido, tendo o amido de milho com fonte principal de carboidratos e, racdo alta
de frutose, tendo a frutose como a principal fonte para carboidrato. Para os demais

macronutrientes, a caseina foi utilizada como fonte de proteina e o 6leo de soja para lipideo.

Quadro 1 - Distribuicdo da composicdo em macronutrientes das racdes experimentais,
elaboradas em g/100g.

COMPONENTES RACAO ALTA EM RACAO ALTA EM
(%) AMIDO FRUTOSE

Proteina (>85%) 22,00 22,00
Lipideo 5,00 5,00
Carboidrato 65,00 65,00
Amido milho 55,00 10,00
Frutose - 55,00
Maltodextrina 10,00 -
Celulose 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00
L- Cistina 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Tertbutilhidroquinona 0,008 0,008
Total 101,94 101,94

*Qutros: umidade, vitaminas e minerais

As ragdes (Figura 11) foram elaboradas por laboratorio terceirizado (Rhoster®), de
renome na area, sendo realizado teste piloto para fabricacdo da ragdo, e ainda, andlise da

composicao centesimal por laboratdrio terceirizado.



48

Figura 11 - Fotografia das ra¢des ofertadas aos grupos experimentais. (A) Amido, alta em
amido e (B) Frutose, alta em frutose. Rhoster®

Fonte: Arquivo pessoal

4.2.2 Oferta de Agua e Racdes

A oferta de dgua e ragdo foi ad libitum, com troca da agua 2 vezes por semana e de
racdo 1 vez por semana. O controle do consumo de ragdo foi realizado por cada caixa de cada
grupo de andlise, por meio da diferenca entre a oferta e a sobra de racdo, sendo utilizada
balanga semi-analitica para a realizagdo das aferigdes.

A avaliagdo do consumo alimentar dos animais foi realizada por gramas de rag¢ao/dia.
Foi mensurada a quantidade restante de alimento em cada caixa, podendo-se avaliar o

consumo pela diferenca de peso da racao oferecida na semana anterior por animal.

4.2.3 Suplementacio de Fibras

A suplementacdo de fibras foi realizada por meio de gavagem diaria dos animais com
FOS nas tltimas 4 semanas do experimento (Figura 12), utilizando agulha curva propria para
gavagem de camundongos (em aco inox, com comprimento de 31 cm, didmetro de 1,0 mm e

esfera de 1,7 mm, da marca Bonther®).
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Figura 12 - Fotografia do procedimento de gavagem realizado nos camundongos durante o
experimento.

Fonte: Arquivo pessoal

O volume gavado respeitou a capacidade géstrica dos animais conforme preconizado
por Wolfensohn e Llooyd (2003), variando de um animal para outro de acordo com o peso
corpdreo aferido semanalmente.

O célculo para gavagem foi baseado na concentracdo de 5% de FOS, equivalente a 5
g de FOS para cada 100 g de ragdo consumida, considerando a média de consumo de ragdo e
do peso dos animais até a 12* semana do experimento. O volume a ser gavado foi atualizado
semanalmente durante as 4 semanas finais do estudo, de acordo com evolugdo do peso dos
animais, tendo todos os animais recebido FOS ou dgua por gavagem nas ultimas quatro
semanas do experimento, conforme o desenho experimental ilustrado anteriormente.

As gavagens foram realizadas durante o periodo de luz, quando os animais ndo se
alimentam, no mesmo horario todos os dias, de modo a minimizar riscos de extrapolar a
capacidade gastrica pela suplementacdo concomitante com a ingestdo de ra¢do, bem como,
minimizar os possiveis efeitos de distensdo géstrica ou outros desconfortos no animal, que

pudessem por viéz minimizar o consumo de ragao.
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4.2.4 Rotina de cuidados dos animais

O seguimento dos animais foi realizado semanalmente, por meio da pesagem
individual de cada um, juntamente com o controle da ra¢do consumida em cada caixa. Foi
utilizada uma planilha de acompanhamento dos animais durante o experimento (Apéndice 1).

Durante o experimento houve o acompanhamento didrio dos animais pelas técnicas
responsaveis pelo laboratorio, bem como pela pesquisadora e médica veterindria responsaveis.

Apesar de ter ocorrido a perda de 2 animais durante o experimento (01 no grupo
amido fibras e outro no grupo frutose fibras), foram avaliadas como aleatdrias pela veterinaria
responsavel pelo acompanhamento, sendo observados comportamentos minimos de estresse
nos animais, sem ocorréncia de brigas e lesdes entre os mesmos, diarréia ou outras situagdes

dignas de nota.

4.2.5 Eutanasia

Na noite anterior a eutanasia, os animais foram mantidos em jejum (por um periodo de
8 horas), sendo mantido o fornecimento apenas de dgua.

Na manha seguinte, imediatamente antes da realizacdo da eutandsia, cada animal foi
pesado individualmente, tendo seus dados anotados em planilha de controle.

Foi realizada anestesia inalatéria com Isoflurano, onde apds a parada
cardiorrespiratoria, foi realizada laparotomia mediana e pungdo da veia cava para coleta de
sangue (Figura 13).

O sangue foi coletado por profissional médica veterinaria com experiéncia, na
quantidade maxima possivel em cada animal, por puncdo do sistema porta apds abertura da
cavidade abdominal.

As amostras foram armazenadas em tubo proprio com capacidade para 1 ml,
devidamente identificados e centrifugadas logo em seguida, até a obten¢do de soro limpido
(3.500 rpm por 10 min).

Ap6s a separagdo do soro, o0 mesmo foi depositado em eppendorf, sendo feita analise
em seguida das varidveis bioquimicas. O restante do soro foi depositado em tubo criogénico,
congelado a -20°C e posteriormente a -90° C, at¢ o momento de andlise das citocinas

inflamatorias.
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Apo6s a coleta do sangue dos animais, foi realizada exérese do figado, pesagem e

acondicionamento em solucdo de formalina 10% tamponada para analise histoldgica.

Figura 13 - Fotografia do procedimento de puncdo de veia cava para coleta de sangue apos a
eutanasia.

Fonte: Arquivo pessoal

4.3 VARIAVEIS DE ANALISE

Apo6s o término do experimento, com a eutanasia e coleta dos materiais para estudo,
foram analisadas as seguintes varidveis:
e Morfométricas: consumo de rac¢do, ganho de peso, peso do figado;
e Bioquimicas: glicemia, triglicérides, colesterol total e fracdes, ureia, creatinina;
e Inflamatodrias: PCR, IL-6, IL-10 e IL-12, insulina, MCP-1, TNF e IFN-y;

e Histologia do figado.
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4.3.1 Variaveis morfométricas

A avaliagdo do peso corporal dos animais foi verificada no inicio do experimento e

semanalmente até o final do experimento em balanca semi-analitica.

4.3.2 Variaveis bioquimicas

As determinagdes das variaveis bioquimicas foram realizadas pela analise do soro dos
animais, com a determinagdo de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes, ureia e
creatinina, em analisador automatico Roche/Hitache - Cobas 501 (Roche Diagnostics®), com

kits especificos segundo recomendacdes do fabricante.

Determinacio de Glicose (POD-GOD)

Meétodo colorimétrico-enzimatico: a glicose ¢ oxidada enzimaticamente sob a¢do da
glicose oxidase (GOD), formando 4cido gluconico e dgua oxigenada. A dgua oxigenada
formada reage sob acdo catalizadora da peroxidase (POD) que reage como doador de
hidrogénio com 4-aminofenazona (4-AF) e fenol. Dessa reacdo oxidativa forma como produto
antipirilquinonimina de coloragdo cereja com absorbancia méaxima de 505 nm, cuja
intensidade de cor ¢ proporcional a concentracdo de glicose (CAREY, FELBRUEGGE;
WESTGARD, 1974).

Determinacio de Triglicerideos

Meétodo: Colorimétrico- enzimatico: os triglicerideos sdo desdobrados em glicerol e
acidos graxos mediante acdo da enzima lipase. O glicerol produzido determinado de forma
totalmente enzimatica por meio de uma sequéncia de reagdes que inclui a fosforilagdo a
glicerol-1-fosfato em presenga da enzima glicerol-quinase/GK e oxidag¢do por a¢do da enzima
glicerolfosfato oxidase/GPO, com producdo de 4gua oxigenada (peroxido de hidrogénio). A
absorbancia maxima em 505 nm, diretamente proporcional a concentragdo de triglicérides na

amostra (HAGEN; HAGEN, 1962).
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Determinacio de Colesterol Total

Método Colorimétrico-Enzimdtico: os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pelo
colesterol esterase/CHE-Lipase de origem fingica formando colesterol livre, que apos
oxidagao pelo colesterol oxidase/CHOD forma perdxido de hidrogénio. Desta forma, reagindo
com substrato em presenca da peroxidase/POD, origina-se um croméforo de coloragdo cereja.
A absorbancia méxima ¢ de 505 nm, diretamente proporcional a concentragao de colesterol da

amostra (FLEG, 1973).

Determinacio do Colesterol-HDL

Meétodo Colorimétrico-Enzimatico: as lipoproteinas de alta densidade/HDL se separam
precipitando seletivamente as lipoproteinas de baixa densidade e muito baixa densidade (LDL
e VLDL) mediante acréscimo de Sulfato de Dextran de PM 500.000 em presenca de Mg++
(cloreto de magnésio), ou utilizando 4acido fosfotungstico e cloreto de magnésio. No
sobrenadante separado por centrifugacdo, ficam as HDL sendo realizada a determinagdo do
colesterol ligado, empregando-se o sistema enzimatico Colesterol/Oxidase/Peroxidase com

colorimetria Trinder (fenol/4-amino-fenazona) (FLEG, 1973).

Determinacio do Colesterol-LDL e Colesterol-VLDL

As concentragdes dos colesterois VLDL ¢ LDL foram calculadas utilizando a
equacdo de Friedwald que ¢ exata para amostras cuja concentracdo de trigliceridios nao
ultrapasse 400 mg/dL (FLEG, 1973). O célculo para determinagdo das fragdes foi realizado da

seguinte forma:

I-  Colesterol-LDL = Colesterol total - (HDL+ VLDL)
2-  Colesterol VLDL = Trigliderideos/5

Determinacio de Uréia

Método colorimétrico-enzimatico: a uréia ¢ hidrolisada pela urease a ions amonio e

CO . Os 2 ions amodnio reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio, sob a
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acdo catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar azul de indofenol. A intensidade da

cor formada € proporcional a quantidade de uréia na amostra.

Determinacio de Creatinina

Meétodo colorimétrico: a creatinina e outros componentes da amostra reagem com a
solugdo de picrato em meio alcalino formando um complexo de cor vermelha que ¢ medido
fotometricamente. A adicdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposicdo do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos
cromogénios, que também ¢ medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras

fornece o valor da creatinina (ndo corrigida).

4.3.3 Variaveis Inflamatorias:

As citocinas pro-inflamatérias e antinflamatorias, IL-6, IL10, IL-12, TNF, IFN-y e
MCP-1, foram quantificadas por citometria de fluxo, utilizando o Kit CBA Inflammation
(Cytometric Bead Assay) da marca BD® (Lote 8171794) no citometro de fluxo FACSCanto II,
de acordo com protocolo indicado pelo fabricante.

A determinacdo de Proteina C Reativa/PCR foi quantificada pelo método Enzyme

Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) (YU et al., 2010).

4.3.4 Variavel Histologica:

Para andlise histopatologica, cada figado foi individualmente imerso em solucdo de
fosfato de formalina 10% (v/v) tamponada logo apds a coleta. No prazo de 1 semana apos
coleta, o tecido foi processado em concentracdes crescentes de alcool, diafanizados em xilol
e incluido em parafina histoldgica.

Das pecas parafinadas foram confeccionadas secg¢des transversais de 5 pum de
espessura, com auxilio de micrétomo rotativo (Microm HM320). As sec¢des obtidas foram
coradas pela técnica de Hematoxilina-Eosina/HE (LUNA, 1968; BEHMER; TOLOSA;
FREITAS-NETO, 1976) ¢ Tricromio de Masson/TM (GOLDNER, 1938).
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Os fragmentos dos figados corados com HE foram analisados quanto a morfologia
tecidual, com andlise de presenca de esteatose e focos inflamatdrios. Para tanto foram
capturados 10 campos aleatorios.

Todas as analises foram realizadas por um unico examinador, com experiéncia, em
microscopio optico.

De acordo com a metodologia de Kleiner et al. (2005), na esteatose foi determinada a
porcentagem de esteatose em cada campo com a aplicagdo de escores, sendo < 5% (0), 5-33%

(1),>33-66% (2) e >66% (3), conforme Figura 14.

Figura 14 - Fotomicrografias representativas para o score de gradagdo da esteatose hepatica.
Score 0, Score 1, Score 2 e Score 3.

Fonte: Arquivo pessoal

De forma semelhante, seguindo a metodologia proposta por Kleiner e colaboradores
(2005), foram aplicados escores de acordo com a contagem dos focos inflamatérios e quando
nao foi observado foco inflamatorio, foi determinado como Score 0, de 1 a 2 focos (Score 1),
3 a4 focos (Score 2) e mais que 4 focos (Score 3), conforme figura 15.

Para verificar a presenca de fibrose, as laminas de figado foram coradas em
Tricromio de Masson/TM e analisadas quanto a presenga de fibras coldgenas, que sdo coradas

em azul.
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Figura 15 - Fotomicrografias representativas para o score utilizado para a gradacdo da
quantidade de focos inflamatérios. Score 0, Score 1, Score 2 e Score 3.

R4 % 4 VTN

Fonte: Arquivo pessoal

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tratados utilizando software GraphPad Prism 5, sendo determinadas
a média e erro-padrao da média (EPM). A comparagdo entre grupos foi realizada por meio da
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Bonferroni, considerando um nivel de

significancia estatistica p < 0,05.
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S RESULTADOS

Para andlise e discussdo dos resultados, os grupos experimentais serdo denominados
Amido (dieta alta em amido), AmidoF (dieta alta em amido com suplementa¢do de FOS),
Frutose (dieta alta em frutose) e FrutoseF (dieta alta em frutose com suplementagdo de FOS).

No decorrer do experimento, dos 32 animais envolvidos 2 animais morreram, sendo
um do grupo amidoF e outro do grupo frutoseF, ndo sendo observada associa¢do a trauma
referente ao procedimento de gavagem ou tipo de ragdo oferecida. Nao foram observados
também sinais de estresse significativo nos animais durante o experimento em nenhum dos
grupos.

Objetivando a suplementacao estritamente controlada de FOS de acordo com o peso
do animal, foi optada pela administracdo de FOS separadamente da ragdo, por gavagem e em
periodo de jejum, minimizando os efeitos da reducdo da ingestdo da ra¢do por desconfortos
gastricos imediatos ao procedimento de gavagem.

As Tabelas 1 e 2 apresentam a distribuicdo das varidveis morfométricas e
bioquimicas, e dos efeitos inflamatorios e de esteatose hepdtica a partir de dietas ricas em
carboidratos, buscando-se também avaliar os possiveis efeitos terapéuticos da suplementagao
de FOS.

Conforme demonstrado na Tabela 1, até a 12* semana de seguimento todos os
animais obtiveram aumento de peso com as ragdes ofertadas, sendo um aumento de 33,9%
para o grupo amido e de 41,8% no grupo frutose. Os animais do grupo frutose apresentaram
maior peso ao final do estudo em comparacdo aos animais do grupo amido (p=0,022), tendo
também consumido mais ragcdo em todas as fases do estudo.

Apds o inicio da realizagdo de gavagem nos animais, foi observada redu¢do do ganho
de peso em todos os grupos experimentais, incluindo nos animais dos grupos controles, com
ocorréncia de perda de peso nos animais dos grupos amido, amidoF e frutoseF.

A suplementacdo de FOS nos animais Frutose demonstrou efeito diferencial entre os
grupos, tendo os animais do grupo FrutoseF apresentado perda de peso significante, quando
comparado ao grupo Frutose (-4,6+1,17 gramas, p<0,001), interferindo na diferenga do peso
final dos animais (p=0,044), acompanhado de reducio no consumo de racao (p<0,001).

Na andlise de todas as variaveis bioquimicas (Tabela 1), a frutose ndo induziu piores
resultados comparando-se com animais alimentados com amido. No geral, foram encontradas

diferencas estaticamente significantes apenas analisando a suplementacdo de FOS nos animais
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alimentados com amido, tendo a suplementac¢ao reduzido os niveis de ureia, colesterol total e
HDL.

No tocante as citocinas inflamatorias, os animais alimentados com frutose
apresentaram maiores niveis de MCP1 e TNF quando comparado aos animais alimentados
com amido (p<0,05), expressos na Tabela 2 e na Figura 16.

A suplementacdo de FOS interferiu apenas nas citocinas inflamatdrias dos animais
alimentados com frutose, tendo aumentado os niveis de IL6, IL10, IFN e de IL12 (p<0,05)
nos animais do grupo FrutoseF. Nota-se que o peso do figado destes animais foi
significativamente menor do que naqueles que receberam apenas frutose (p=0,033).

Na comparacdo da esteatose hepatica entre todos os grupos experimentais (Tabela 2,
Figuras 17 e 18), a utilizacdo de dieta com alta concentra¢do de amido induziu pouco acimulo
de lipideo no figado dos animais (score 0,25 + 0,05), tendo o peso do figado dos animais do
grupo amido sido menor do que dos animais do grupo frutose (p<0,001). A suplementacdo de
FOS nos animais AmidoF causou redugdo significativa da esteatose em todos os animais
(p=0,009).

A dieta com alta concentragdo de frutose também desencadeou esteatose (score
0,86+0,10), sendo estatisticamente superior ao grupo amido (p<0,001) e claramente
evidenciada na andlise histologica (Figura 18). Novamente, a suplementa¢do com fibras foi
eficaz em reduzir e/ou impedir o acumulo de lipideos no figado (p<0,001).

Quanto a andlise dos focos inflamatoérios (Tabela 2, Figuras 19 e 20), os animais do
grupo amido apresentaram maior quantidade de focos inflamatorios (p=0,005), bem como
maior score inflamatoério (p<<0,001) do que os animais do grupo frutose. Nao houve efeito da
suplementag¢do de FOS em ambos os grupos para esta varidvel.

Quanto a analise das fibras colagenas pela coloracdo Tricromio de Masson, ndo
foram observadas diferencas significantes entre os grupos, nem quanto o tipo de carboidrato

nem quanto a suplementagdo de FOS (Figuras 21 e 22).
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Tabela 1 - Resultados da comparagdo entre grupos experimentais (Amido X AmidoF; Frutose X FrutoseF, Amido X Frutose) em relacdo ao
peso, ao ganho de peso, consumo de ragdo e variaveis bioquimicas dos animais avaliados neste estudo.

Variaveis

Amido AmidoF P Valor Frutose FrutoseF P Valor Amido Frutose P Valor
Peso (g)
Inicial 36,5+ 0,85 37,3+0,99 0,929 36,4 +£1,02 36,0+ 1,18 0,991 36,5+ 0,85 36,4 + 1,02 1,000
12 semanas 48,9 +1,26 50,7 £1,43 0,713 51,6 £1,30 52,4+1,38 0,966 48,9+ 1,26 51,6 1,30 0,374
Final 459=+1,11 47,6 £2,10 0,888 53,1 +2,00 47,9 +£2,03 0,148 459+ 1,11 53,1 +2,00 * 0,022
Ganho de peso (g)
12 semanas 12,4 +£0,98 13,4 +£0,95 0,882 15,3 +£0,88 16,4 £ 1,59 0,843 12,4 +0,98 15,3 £0,88 0,196
Suplemento -3,0+ 0,65 -3,1+£0,86 0,999 1,5+0,82 46+1,17 ***<0,001 -3,0+ 0,65 1,5+0,82 ** (0,003
Final 9,4+0,98 10,29+ 1,3 0,972 16,8 + 1,31 11,9 +£2,66 *0,044 9,4+ 0,98 16,8 +1,31 ** 0,008
Consumo médio (g)
12 semanas 30,9 £1,22 32,5+0,20 0,409 34,1 +£0,59 32,0+0,58 0,212 30,9+ 1,22 34,1 £0,59 *0,018
Suplemento 27,3+ 0,90 26,3 +0,65 0,613 32,0+£0,51 26,0 +£0,30 ***<0,001 27,3+ 0,90 32,0+£0,51  ***<0,001
Final 30,0+ 1,14 30,9 £ 0,31 0,740 33,6 +£0,56 30,5+ 0,36 *%* (0,004 30,0+ 1,14 33,6 £ 0,56 *0,018
Variaveis Bioquimicas
(mg/dL)
Insulina 0,2 +£ 0,00 0,2 £0,00 1,000 0,2 +£0,00 0,2 £0,00 1,000 0,2 +£ 0,00 0,2 +0,00 1,000
Proteina C reativa 0,2 +0,05 0,3+0,07 0,718 0,1 +0,08 0,2 +0,06 0,929 0,2 +0,05 0,1 +0,08 0,749
Glicose 416,5 + 47,86 372,7+30,23 0,902 474,8 + 60,69 513,2+67,72 0,958 416,5+47,86  474,8 £ 60,69 0,853
Ureia 62,8 £4,99 45,1 £2,28 * 0,026 56,7 £1,98 53,5+ 5,68 0,964 62,8 £4,99 56,7 £1,98 0,772
Creatinina 0,3 +0,02 0,2 +0,03 0,115 0,3+0,05 0,3 +0,05 1,000 0,3 +0,02 0,3+ 0,05 0,974
Acido urico 7,9+0,72 6,8 £0,51 0,794 6,0+ 1,51 6,9+ 1,27 0,928 7,9+0,72 6,0+ 1,51 0,534
Colesterol total 155,3 £ 8,20 91,7+9,33 ** 0,002 163,5+22,32 135,5+ 11,56 0,375 155,3 + 8,20 163,5+22,32 0,954
HDL 156,8 + 7,99 96,0 £9,14 ***<0,001 155,7+ 18,98 130,1 £9,26 0,353 156,8 £ 7,99 155,7 £ 18,98 1,000
VLDL 33,2 +2,41 24,4 +3,46 0,580 38,6+ 10,15 37,9+£9,22 1,000 33,2+2,41 38,6 +10,15 0,897
Triglicérides 166,1 = 12,08 121,3+17,31 0,548 192,8 + 50,65 191,8 +£ 37,74 1,000 166,1 = 12,08 192,8 + 50,65 0,893

Os resultados foram expressos como média £ EPM (n=7-8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, considerando p < 0,05. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
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Tabela 2 - Resultados da comparagdo entre grupos experimentais (Amido X AmidoF; Frutose X FrutoseF, Amido X Frutose) em relacdo as
citocinas inflamatdrias, peso do figado, grau de esteatose, focos inflamatdrios e pontos de fibrose dos animais avaliados neste estudo.

Variaveis Amido AmidoF P Valor Frutose FrutoseF P Valor Amido Frutose P Valor
Citocinas Inflamatorias
IL6 (pg/mL) 1,6 £0,84 24+178 1,000 1,9+0,55 47,1 +£ 26,62 *0,047 1,6 £ 0,84 1,9+ 0,55 1,000
IL10 (pg/mL) 0,5+0,5 259+259 0,999 0,4+0,26 438,0+290,40 *0,031 0,5+0,5 0,4 £0,26 1,000
MCP1 (pg/mL) 11,9 +£5,28 15,1 £4,64 0,999 40,6 £13,25 73,9 £35,71 0,513 11,9+£5,28 40,6 + 13,25 *0,017
IFN (pg/mL) 0,0 +£ 0,00 0,4+0,30 0,992 1,5+1,23 4,7+2,08 *0,031 0,0 +£ 0,00 1,5+ 1,23 0,738
TNF (pg/mL) 5,8+0,62 46=+1,19 0,886 10,1 £1,20 10,1 + 1,87 1,000 5,8+0,62 10,1 £1,20 *0,018
IL12 (pg/mL) 1,9 +1,88 27,6 £27,57 1,000 0,3+0,33 736,4 +£449,50 *0,036 1,9 +1,88 0,3+0,33 1,000
Peso do Figado (mg) 1807 + 80,56 1767 + 127,30 0,995 2786 +169,8 2276 +£130,5 *0,033 1807 + 80,56 2786 £169,8  *** <(,001
Grau de esteatose 0,25+ 0,05 0,00 + 0,00 ** 0,009 0,86 +£0,10 0,17+0,05 ***<0,001 0,25 +£0,05 0,86 +0,10 *** <(0,001
Focos Inflamatorios
Contagem dos focos 3,1+0,20 2,8+0,17 0,630 2,25+0,23 2,3+0,20 0,999 3,1 +£0,20 2,25+0,23 ** 0,005
Escore inflamatorio 1,86 £ 0,08 1,7+0,12 0,378 1,3+0,09 1,4 +0,09 0,818 1,86 £ 0,08 1,3+£0,09 ***<0,001
Pontos de Fibrose 9,3+0,92 11,8 £ 0,91 0,134 11,5+ 0,82 9,6 + 0,65 0,337 9,3+0,92 11,5+ 0,82 0,174

Os resultados foram expressos como média £ EPM (n=7-8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, considerando p < 0,05. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001



61

Figura 16 - Grafico demonstrando a dosagem de citocinas inflamatorias por meio da
citometria de fluxo nos grupos experimentais (Amido: dieta com alta concentragdo de amido;
Frutose: dieta com alta concentragdo de frutose), de acordo com a suplementagdo de FOS. A:
IL-6, B: IL-10, C: IL-12, D: TNF, E: IFN-y, F: MCP-1.
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Nota: Os resultados foram expressos como média + EPM (n=7-8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05. * p <0,05.
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Figura 17 - Grafico demonstrando o grau de esteatose no figado dos animais (Amido: dieta
com alta concentracdo de amido; Frutose: dieta com alta concentragao de frutose), de acordo
com a suplementagdo de FOS.
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Nota: Os resultados foram expressos como média + EPM (n=7-8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05. ** p <0,01, ***p < 0,001

Figura 18 - Fotomicrografia dos cortes hepaticos corados em HE, com setas indicando pontos
de esteatose hepatica de acordo com os grupos de andlise. (A) Amido, (B) AmidoF, (C)
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Figura 19 - Gréfico representando focos inflamatérios no figado dos animais (Amido — dieta
com alta concentracdo de amido, Frutose - dieta com alta concentragdo de frutose), de acordo
com a suplementacdo de FOS.
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Nota: Os resultados foram expressos como média + EPM (n=7-8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05. ** p < 0,01, ***p < 0,001.

Figura 20 - Fotomicrografia dos cortes hepaticos corados em HE, com setas indicando pontos
de focos inflamatorios, de acordo com os grupos de analise. (A) Amido, (B) AmidoF, (C)
Frutose e (D) FrutoseF.




64

Figura 21 - Grafico demonstrando os pontos de fibrose no figado dos animais (Amido — dieta
com alta concentracdao de amido, Frutose - dieta com alta concentragdo de frutose), de acordo
com a suplementagdo de FOS.
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Nota: Os resultados foram expressos como média + EPM (n=7-8), ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05, ***p < 0,001

Figura 22 - Fotomicrografia dos cortes hepaticos corados em Tricromio de Masson, com
setas indicando fibras coldgenas (coradas em azul), de acordo com os grupos de anélise. (A)
Amido, (B) AmidoF, (C) Frutose e (D) FrutoseF.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos em humanos tem apontado os efeitos maléficos de uma dieta rica
em carboidratos (DEHGHAN et al., 2017; FENG et al., 2015), com destaque as
consequéncias do crescente consumo de frutose no mundo, estimulado principalmente a partir
de dietas ocidentais (HAVEL, 2013; HAVEL , 2005; HORST & SERLIE, 2017; RAATZ,
JOHNSON; PICKLO, 2015; STANHOPE; SCHWARZ).

No tocante a estudos em modelos animais de doenca, roedores tem sido os animais
mais utilizados para andlise de estudos de intervencdo dietética, especialmente de inflamagao
relacionada a obesidade desencadeada por dietas ricas em gorduras e/ou carboidratos
(HILDEBRAND et al., 2017).

Com a utilizag@o de estudos experimentais em modelos animais, nota-se a existéncia
de diversos estudos que avaliam o efeito do alto consumo de carboidratos em si (LI ef al.,
2015; MASI et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013), porém, em menor quantidade, estudos que
avaliam os efeitos exclusivos de dietas enriquecidas em frutose.

A maioria dos estudos encontrados referentes ao alto consumo de frutose, avaliam o
possivel efeito terapéutico de algum composto especifico sobre maleficios (como estresse
oxidativo, inflamagao, esteatose hepatica e outros) induzidos por estas dietas (ARVY et al.,
2013; CECILIANO et al., 2019; DZIADEK et al., 2019; LI et al., 2019; LI & LU, 2018;
MEDRANO et al., 2019).

Estes estudos utilizam doses diversificadas de frutose, que variam entre 15 a 85% e
realizam a sua oferta aos animais de diferentes formas, seja adicionada a prdpria ragdo
(CHOI; ABDELMEGEED; CECILIANO et al., 2019; GUIMARAES et al., 2018; SONG,
2017; TAMER et al., 2019) ou de forma liquida, diluida na 4gua, como dieta principal ou
como suplementacdo (DO et al., 2018; DZIADEK et al., 2019; MEDRANO et al., 2019;
SANGUESSA et al., 2017).

Em nosso estudo, foi optada pela oferta da frutose misturada a ragdo em substituicdo
ao amido. Considerando a consisténcia viscosa da frutose, buscando a garantia de consisténcia
dos pellets da ragdo e a elaboracdo de ragdes isocaldricas, a quantidade maxima possivel para
oferta na propria racao foi de 55% de frutose.

No tocante a suplementacdo de FOS, existem diversas dosagens utilizadas em

modelos animais, chegando a ocasionar dificuldade na escolha da dose a ser utilizada, bem
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como na comparacao dos seus resultados, adicionado ainda a diversidade de linhagem, idade e
sexo dos animais.

No geral, as doses de suplementacio de FOS variam entre 2,5% a 15% da
composi¢do da dieta (HAUBERT et al., 2015; LI et al., 2015; NAKAMURA et al., 2014;
YEH et al., 2014), sendo misturada a racdo (BUSSEROLES et al., 2003; SHINOKI &
HARA, 2011; WANG et al., 2013) ou uma minoria sob forma liquida, por gavagem
(AGUILAR et al., 2014; CHEN et al., 2017).

Ha de se considerar também as diferencas de célculo para a dosagem de FOS a ser
utilizada. Alguns estudos utilizam FOS por porcentagem de peso da composi¢do da dieta
(DELGADO et al., 2012; GENDA et al., 2018; HAUBERT et al., 2015) ¢ outros de acordo
com o peso do animal (AGUILAR et al., 2014; CHEN et al., 2017; WANG et al., 2013).

A suplementagdo de FOS a 5% foi realizada por gavagem neste estudo (equivalente a
5g/100g de ragdo), objetivando a suplementacao estritamente controlada de FOS e em periodo
de jejum, minimizando o risco de possiveis efeitos da redu¢do da ingestdo da ragdo por
desconfortos gastricos imediatos ao procedimento de gavagem.

Foi escolhida esta dosagem de FOS, por considerar a composi¢ao das ragdes ja ter
5% de celulose, bem como minimizar os riscos de ocorréncia de diarréia nos animais, como
citado em estudo realizado por Busseroles e colaboradores (2003).

No geral, os resultados da influéncia do tipo do carboidrato sobre o peso dos animais
sdo conflitantes na literatura. Alguns estudos apontam pouca influéncia sobre o ganho de peso
nos animais alimentados com dietas enriquecidas com carboidratos (LI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2013), mesmo quando comparados a dietas controle, ricas em gorduras ou
ricas em carboidratos com gorduras (FERRAMOSCA et al, 2014; MASI et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2014; YANG et al., 2012).

Apesar disso, mesmo sem alteragdes significantes de peso dos animais, estes e outros
estudos apontam efeitos maléficos de dietas ricas em carboidratos, sobre a inflamagao e
acimulo de gordura hepdtica, além de outros distirbios metabolicos (LI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013).

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2013), apesar de ndo ter havido
diferenca de ganho de peso e consumo de ragdo entre camundongos alimentados com dieta
rica em carboidratos (CHO 74,2%, dos quais 30% eram compostos por carboidratos
refinados) quando comparados a uma dieta controle, os animais do grupo experimental

apresentaram maior adiposidade visceral, intolerdncia a glicose, glicemia, marcadores
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inflamatorios, bioquimicos e genéticos de inflamacdo, infiltrado de macréfagos no tecido
adiposo e menor sensibilidade a insulina.

De acordo com Li e coautores (2015), em estudo realizado com camundongos
machos de 6 semanas de idade, apesar de uma dieta liquida rica em carboidratos (70% a base
de maltose dextrina) ndo ter sido associada a maior peso, a mesma induziu mais dano
hepatico, com aumento da resposta inflamatdria, producdo de citocinas inflamatorias e
esteatose hepatica, do que uma dieta rica em gorduras (60%).

O mesmo foi observado em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2014).
Camundongos com 3 meses de idade alimentados com dieta rica em sacarose (CHO 76%,
sendo 32% de sacarose) ndo apresentaram ganho significativo de peso, apesar de terem
apresentado hipertrofia dos adipocitos e esteatose hepatica em niveis semelhantes ao de uma
dieta rica em gorduras.

Dentre os carboidratos, a frutose merece uma atencdo especial por apresentar uma
via metabolica diferente de absor¢do. De acordo com Takashi e colaboradores (2017), apesar
do seu ja apontado maleficio do consumo excessivo de frutose, poucos estudos tém
correlacionado desfechos negativos de saude ao alto consumo de glicose ou frutose.

Dentre os poucos estudos encontrados em modelos animais que objetivaram analisar
o efeito da frutose em si, estdo os realizados por Tillman e colaboradores (2014) e por Woodie
e Blythe (2017).

No estudo realizado por Tillman e coautores (2014), a alimentacdo de ratos por 3
meses com frutose (60%) falhou na indugdo do ganho de peso, acompanhado de auséncia de
alteracdes de glicemia, triglicerideos e acidos graxos livres, apesar de ter aumentado a
ingestdo alimentar e taxa metabdlica, contrariando a maior parte dos estudos que trabalham
com dieta rica em frutose.

J4 em estudo realizado por Woodie e Blythe (2017), foi realizada a comparagdo da
oferta de dieta rica em gorduras com uma dieta rica em frutose em ratos machos. Os autores
encontraram que a dieta rica em gorduras acumulou mais gordura e induziu maior ganho de
peso nos animais. Porém a dieta rica em frutose induziu mais resisténcia insulinica e elevou
os triglicerideos. Os autores concluiram que estes dois macronutrientes combinados podem
exacerbar os efeitos maléficos um do outro.

Em outro estudo, camundongos submetidos a suplementagdo de frutose na agua a

30%, ndo consumiram mais ragdo, embora os mesmos apresentassem maior peso ao final do



68

estudo, acompanhado de maior peso do figado, maiores niveis de colesterol e triglicerideos
séricos, MCP-1 e TNF-a (LI et al., 2019).

Ramos, Batista e Albuquerque (2017), em estudo realizado com ratos Wistar
alimentados com solu¢do de frutose a 20% por 8 semanas, apesar de ndo ter havido diferenca
de peso dos animais ao final do estudo, os animais que receberam frutose apresentaram maior
percentual de gordura corporal, bem como deposito de gordura retroperitoneal e epididimal,
além de maiores niveis de triglicerideo plasmatico. Os autores atribuiram a possibilidade do
pouco tempo de estudo ndo ter influenciado no peso dos animais.

Outro estudo também ndo encontrou diferengas no ganho de peso comparando ratos
Wistar que receberam solu¢do de frutose a 20%. Apesar disso, os animais que receberam
frutose apresentaram maior actimulo de gordura abdominal e niveis de triglicerideos
(RAMOS; BATISTA; ALBUQUERQUE, 2017).

Ja em estudo realizado por Choi, Abdelmegeed e Song (2017) ndo foram encontradas
diferengas significantes entre o peso corporeo ¢ do figado dos animais, comparando com
animais que consumiram uma dieta rica em frutose (35%). Nota-se que além da quantidade de
frutose ofertada ter sido menor do que no presente estudo, o tempo de seguimento foi de
apenas 3 semanas.

Em estudo realizado por Leung e colaboradores (2016), com um longo tempo de
exposicao (33 semanas) de camundongos a uma dieta rica em gorduras e frutose (mesmo que
em uma quantidade menor do que neste nosso estudo), foi suficiente para induzir uma
expressiva diferenca de peso corpéreo e peso do figado dos animais.

Contrariando os dados acima apresentados, outros estudos vao de encontro aos
resultados encontrados no presente estudo, onde o consumo de dieta rica em frutose induziu
maior ganho de peso, acompanhado ou ndo de maior consumo de ragdo. Estes ofertaram
dietas ricas em frutose em diferentes concentracoes (30 a 85%) e em diferentes formas
(misturada a racdo ou diluida na dgua) (AGUILAR et al., 2014; LI et al., 2019; LI & LU,
2018).

Camundongos machos que receberam suplementagdo de frutose a 30% diluida na
agua por § semanas, apresentaram maior peso, ganho de peso, peso do figado, maiores niveis
de colesterol, triglicerideos, LDL e menor de HDL, ndo acompanhado de um maior consumo
de ragao (LI et al., 2019).

Em outro estudo de metodologia semelhante, com camundongos acompanhados por

8 semanas com oferta de frutose a 30% diluida na 4gua, os animais apresentaram maior ganho
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de peso e peso do figado dos animais, associado a maiores taxas de colesterol e triglicerideos
e menores de HDL (LI & LU, 2018).

Resultados semelhantes foram encontrados em ratos Wistar acompanhados por 12
semanas, onde os animais que receberam frutose a 20% apresentaram maior peso, niveis de
colesterol e triglicerideos séricos, além da elevacdo de alguns marcadores inflamatorios
(AGUILAR et al., 2014)

De acordo TILLMAN e colaboradores (2014), os diferentes resultados encontrados
na literatura em estudos experimentais com modelos animais, podem ser atribuidos as
diferencas de linhagens, na idade dos animais e forma de oferta da frutose.

A perda de peso na fase de suplementacdo nos animais dos grupos amido parece ter
sido como resultado do procedimento de gavagem em si, considerando o grupo controle
amido ter tido perda de peso semelhante ao grupo AmidoF, embora ndo tenham sido
observadas intercorréncias dignas de nota durante o procedimento de gavagem nas ultimas 4
semanas do experimento.

Foi observado que o maior peso dos animais do grupo frutose no nosso estudo, pode
ter sido influenciado pelo maior consumo de ragdo dos animais em todas as fases do
experimento, e, principalmente pela fase de suplementagdo, quando a diferenca de peso entre
os grupos amido e frutose foi aumentada, também influenciada pela perda de peso dos
animais do grupo amido, tendo os animais do grupo frutose mantido ganho de peso, porém
€m menor propor¢ao.

Considerando os habitos dos roedores, idade dos animais, bem como o acesso ad
libitum a ragdo, era esperado que os animais ganhassem peso durante o experimento. A
utilizacdo de grupos controles com diferentes proporgdes e tipos de macronutrientes ¢
fundamental para uma comparagdo do quanto o componente dietético avaliado interfere sobre
o ganho de peso, obesidade e suas consequéncias.

Cabe ressaltar o tempo de experimento no presente estudo, o qual é superior a maior
parte dos estudos encontrados, o que também pode ter contribuido para que tenha havido
tempo habil do aumento de peso dos animais.

Ademais, de acordo com Aguilar e colaboradores (2014), o acimulo de gordura e os
niveis de triglicerideo em ratos alimentados com dietas ricas em frutose explica o aumento do

peso dos animais.
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A suplementacdo de FOS no presente estudo induziu perda de peso apenas nos
animais alimentados com frutose, acompanhado de reducdo do grau de esteatose hepatica em
ambos os grupos, com expressiva reduc¢ao do peso do figado destes animais.

Em estudo realizado por Shinoki e Hara (2011), a suplementagdo de FOS a 5% em
uma dieta controle por 3 e 5 semanas ndo interferiu no peso final ou consumo de ragdo,
embora tenha reduzido a gordura abdominal, acompanhado de um aumento da sensibilidade a
insulina.

Outros estudos também associaram a perda de peso dos animais a suplementagdo de
FOS (AGUILAR et al., 2014; GUENDA et al., 2018).

Os autores atribuiram a perda de peso, reducdo de colesterol e triglicerideos a
melhora da digestdo intestinal pela suplementagao de FOS, prevenindo o acimulo de gorduras
e o aumento de citocinas inflamatérias (AGUILAR et al., 2014).

Alguns estudos tratam dos efeitos de FOS diretamente sobre a mucosa intestinal,
atuando principalmente no aumento da sua permeabilidade. Outros buscam os efeitos de FOS
sobre outros 6rgdos como pulmao, como em estudo realizado por Yeh e colaboradores (2014).

Dentre os efeitos do consumo de fibras, existe associacdo a maior saciedade e talvez
por isso, tenha ocorrido o menor consumo de rag¢do entre os animais alimentados com frutose
e consequente reducdo do ganho de peso.

Cabe ressaltar a influéncia do procedimento de gavagem em si, principalmente nos
animais alimentados com dieta rica em amido, os quais apresentaram perda de peso
independente da suplementagdo de FOS.

Embora ndo seja possivel fazer referéncia quanto ao efeito de FOS sobre o consumo
de ragdo e perda de peso nos animais que receberam dieta rica em amido, foi observada
influencia sobre variaveis bioquimicas, as quais serdo discutidas adiante.

Apesar do papel das fibras ser amplamente discutido, o meio cientifico ainda carece
esclarecer o possivel efeito terapéutico de fibras frente aos diferentes macronutrientes e dietas
consumidas.

Sao poucos os estudos que objetivam apontar os valores de referéncia para variaveis
bioquimicas em roedores, onde para a comparacdo de alguns dados deste estudo foram
utilizados 3 estudos nacionais realizados com camundongos, que objetivaram a defini¢ao de
valores de referencia (RESTEL, 2012; SANTOS et al., 2016; SPINELLI et al., 2012).

Em estudo realizado por Santos e colaboradores (2016), os valores de glicemia em

camundongos de 2-3 meses de idade alimentados com dieta AIN-93 M apresentaram média
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de 158 mg/dL para Swiss, para C57BL/6 de 185 mg/dL e para BALB/c de 112 mg/dL, ou
seja, independente da linhagem dos animais, todos os valores foram muito abaixo dos
encontrados em nosso estudo. O mesmo ocorreu para os niveis de colesterol e triglicerideos.

Em outro estudo, realizado no mesmo laboratorio onde foi realizada nossa pesquisa,
em camundongos Swiss machos de 30 a 120 dias de vida, alimentados com ragdo comercial,
os animais apresentaram menor colesterol, creatinina com valores semelhantes e maiores
niveis de triglicerideos em relagdo aos dados do nosso estudo (RESTEL, 2012).

J4 em estudo realizado por Spinelli e coautores (2012), em camundongos machos, de
diferentes linhagens e idades, foram encontrados valores de creatinina foram semelhantes
(0.28 £+ 0,15mg/dL), com menores niveis de colesterol (140.00 + 26.05 mg/dL), triglicerideos
79.60 £+ 33.30 mg/dL e VLDL 15.92 + 15.92 mg/dL.

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2013) com dieta rica em
carboidrato (CHO 74,2%, dos quais 30% eram refinados), diferencas importantes nos niveis
de triglicerideos, colesterol e glicose séricos foram observadas a partir do terceiro dia do
estudo, persistentes até a 12* semana de experimento. Além do mais, o aumento precoce dos
processos inflamatorios locais e sistémicos induzidos pela dieta esteve associado ao aumento
dos niveis lipidicos séricos, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina.

Em estudo realizado por Do e coautores (2018), com camundongos alimentados com
dietas ricas em glicose (85%), frutose (85%) ou gordura (61,2%), quando comparados ao
grupo controle a dieta rica em frutose induziu maiores taxas de glicemia e colesterol do que a
rica em glicose.

Apesar do estudo acima ser muito interessante e reforcar que dietas ricas em
carboidratos podem apresentar desfechos metabolicos e inflamatdrios tdo ruins quanto os
causados por dietas ricas em gorduras, os autores ndo aprofundaram as analises e discussao
sobre o efeito comparativo entre os dois tipos de carboidratos avaliados (DO et al., 2018).

J& em estudo realizado por Tillman e colaboradores (2014), a dieta rica em frutose
ofertada a camundongos ndo alterou os niveis de glicose e triglicerideos circulantes quando
comparada a dieta controle rica em amido.

Outros estudos demonstraram a auséncia de diferenca nos niveis de glicose
sanguineos quando comparado o consumo de frutose com outros carboidratos (DZIADEK et
al., 2019; RAMOS; BATISTA; ALBUQUERQUE, 2017; TILLMAN et al., 2014).

Umas das possiveis causas para ndo haver diferenca glicémica entre os animais que

receberam frutose dos que receberam amido em nosso estudo, é a composi¢do isocalérica das
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racdes, bem como o indice glicémico da frutose ser menor que do amido, havendo a frutose
pouca influéncia sobre o metabolismo de carboidratos.

Apesar de terem sido observados no nosso estudo valores de glicemia muito acima
dos encontrados em outros estudos em roedores, entre os grupos experimentais deste estudo
ndo foram observadas diferengas de glicemia comparando o tipo de dieta ofertada e a
suplementagdo de FOS.

Mesmo com o possivel efeito hiperglicémico da FOS, a suplementacio da FOS
também ndo interferiu na glicemia dos animais.

No presente estudo, todos os animais apresentaram o mesmo valor de insulina,
mesmo tendo sido seguido com rigor metodoldgico os procedimentos necessarios a analise
das varidveis, com utilizacdo de kits reagentes proprios, em aparelho devidamente calibrado.

Considerando apequena quantidade de soro obtida dos animais e a priorizagdo da
analise das citocinas inflamatorias, infelizmente ndo houve soro suficiente para realizacao de
contraprova.

Tendo por base a comparacao dos nossos resultados de acordo com a dieta ofertada e
a suplementacdo de FOS, na andlise de todas as varidveis bioquimicas foram encontradas
diferengas estatisticas apenas nos animais alimentados com amido, tendo a suplementagao
reduzido os niveis de ureia, colesterol total e HDL.

Embora nao tenham sido encontradas diferencgas nos niveis de lipideos e fragdes no
presente estudo nos animais alimentados com frutose, outro estudo apontou maiores niveis de
colesterol e triglicerideos séricos e hepaticos relacionados ao maior consumo de frutose
(CHOI; ABDELMEGEED; SONG, 2017).

Em um estudo realizado em ratos, que avaliou o tratamento de doenga gordurosa do
figado nao alcoodlica e estetatose cardiaca induzida por uma dieta rica em carboidratos, a
suplementa¢do de colina e FOS foi capaz de reduzir os niveis de uréia, colesterol e
triglicerideo, onde apenas a FOS foi efetiva na redugdo do colesterol. O autor justificou o
achado devido as possiveis mudangas da microbiota intestinal induzida pela FOS (HAUBERT
etal.,2015).

Ratos Wistar alimentados com dieta rica em frutose (65%) por 4 semanas,
apresentaram maiores niveis de insulina, triglicerideos séricos, hepaticos e marcadores de
estresse oxidativo do que os alimentados com amido. Nos animais que receberam frutose, a
suplementagdo de FOS foi capaz de diminuir o acumulo e triglicerideos no figado e a

hiperlipidemia (BUSSEROLLES et al., 2003).
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Em estudo realizado com ratos Wistar de 12 semanas de idade, por 12 semanas,
alimentados com dieta rica em frutose (20%), os animais do grupo frutose apresentaram maior
peso corporal, niveis de colesterol e triglicerideos. A suplementagdo de FOS foi eficiente para
a redugdo do peso corporal, colesterol e triglicerideo (AGUILAR et al., 2014).

De acordo com Matida e colaboradores (2015), em estudo realizado no mesmo
laboratério do nosso estudo, também com camundongos Swiss, de 60 e 180 dias de idade, a
andlise das varidveis bioquimicas foi prejudicada considerando a dificuldade de obtencao de
amostra de sangue, em detrimento a analise das varidveis hematoldgicas, ndo sendo possivel
utilizar para comparacao neste estudo. Fato semelhante ocorreu neste estudo, onde a anélise
de algumas varidveis bioquimicas como insulina e HDL foi prejudicada considerando a
priorizagdo da analise das citocinas inflamatorias.

Li e Lu (2018) afirmaram que a suplementacdo cronica de frutose em camundongos
aumenta o risco para desordens metabolicas, estresse oxidativo, resposta inflamatoria e dano
hepatico.

Dentre os estudos que utilizam dietas enriquecidas com carboidratos, nota-se que os
que utilizam dietas com alto teor de frutose apresentam piores efeitos, seja no aumento de
gordura corporal, hepdtica, inflamac¢do e estresse oxidativo, acompanhados ou nao de
alteracdes do peso corporal (TAMER et al., 2019; MEDRANO et al., 2019; GUIMARAES et
al., 2018).

Além de todo o exposto sobre os efeitos da frutose, novamente uma das possiveis
causas de inflamacdo e desregulagdo metabolica no figado dos animais relacionada ao alto
consumo e frutose, sdo as alteracdes das comunidades microbianas intestinais (JENA et al.,
2014).

Dietas ricas em glicose ou frutose podem induzir mudangas na microbiota intestinal,
permeabilidade intestinal, inflamagdo, esteatose hepatica e acumulo de gorduras (DO et al.,
2018).

Na andlise das citocinas inflamatérias, os animais que receberam frutose
apresentaram maiores niveis de MCP1 e TNF do que aqueles que receberam apenas amido.
Além disso, o peso do figado dos animais que receberam frutose foi consideravelmente maior
do que o daqueles que receberam amido.

O TNF-a ¢ apontado como a principal citocina pro-inflamatéria, estando aumentada

no tecido adiposo de roedores obesos (SENN et al., 2003), também tendo sido associado a
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processos inflamatérios no figado dos animais, particularmente em animais com DHGNA
(SEO et al., 2013; THEODORE et al., 2012).

Considerando o TNF-a ser considerado o principal marcador inflamatorio, tendo
sido associado a DHGNA em alguns estudos (SEO et al., 2013; THEODORE et al., 2012), ¢
possivel que o aumento de TNF no presente estudo nos animais Frutose possa estar
diretamente relacionado ao acimulo de gordura hepética neste grupo, quando comparado ao
grupo Amido.

Em estudo realizado por Do e coautores (2018), com camundongos alimentados com
dietas ricas em glicose, frutose ou gordura, quando comparados ao grupo controle, os animais
alimentados com dietas ricas em glicose e frutose apresentaram maiores niveis de MCP-1 e
IL1-B, além de mais esteatose hepatica do que os que alimentaram-se com gorduras.

Aguilar e colaboradores (2014) encontraram resultados semelhantes, onde os animais
que receberam frutose a 20% apresentaram maiores niveis de TNF-o, MCP-1 e IL1-a,
quando comparado ao grupo controle.

Em estudo realizado por Li e colaboradores (2019), a suplementacdo de frutose a
20% na dgua em camundongos por 8 semanas também induziu ao aumento de TNF-a. e MCP-
1, associado ao acumulo de gordura hepatica.

J4 em estudo realizado por Li e Lu (2018), a suplementacdo de frutose a 30% diluida
na dgua induziu o aumento TNF-a e IL-1. Os autores concluiram ainda que a suplementagao
cronica de frutose aumenta o risco para desordens metabolicas, estresse oxidativo, resposta
inflamatoria e dano hepatico.

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2013), com o objetivo de avaliar o
tempo e a progressdo da disfuncdo metabdlica e inflamatoria induzida pela dieta HC em
camundongos (CHO 74.2%, LIP 5.8% e PTN 20), sendo composta por pelos menos 30% de
CHO refinados), foi observada uma resposta inflamatoria no tecido adiposo logo no inicio do
experimento (a partir de 3 dias de estudo), tendo sido sustentada por periodos mais longos (até
12 semanas), quando comparada a dieta controle. No geral a concentragdo de marcadores
inflamatorios foi elevada no decorrer do estudo, especialmente de TNF-a e IL-6. Ja a
concentracdo de IL-10 foi elevando-se, tendendo a cair a linha de base até a 12* semana de
estudo.

Em estudo realizado com camundongos, onde os animais foram alimentados com

uma dieta rica em frutose (20%) por 12 semanas, o0s animais apresentaram multiplas
p p p
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alteracdes do perfil das citocinas, incluindo niveis aumentados também de IL-10, IL-6 e IL-10
(KELLEY; ALLAN; AZHAR, 2004).

Em outro estudo, realizado por 8 semanas com camundongos machos de 4 semanas
de idade alimentados com uma dieta controle, foi demonstrado que a suplementagdo cronica
de frutose na agua (30%) aumentou o risco para desordens lipometabdlicas, estresse
oxidativo, dano e resposta inflamatéria hepatica (LI; LU, 2018).

No presente estudo, além da diferenca apontada de maiores niveis de MCP-1 e TNF
nos animais Frutose, chama-se a atencdo na comparagdo das citocinas inflamatdrias dos
animais alimentados com frutose e que receberam suplementacdo de FOS. Os niveis de IL6,
IL10, IFN-y e de IL12 nos animais FrutoseF foram significativamente maiores do que nos
animais do grupo frutose. Tendo a suplementagdo de FOS porém, reduzido consideravelmente
o peso do figado e o grau de esteatose hepatica, claramente observado nas ldminas
histolégicas.

Apesar do possivel efeito anti-inflamatorio da FOS, o presente estudo apontou um
consideravel aumento das citocinas inflamatorias apds a suplementagdo nos animais
alimentados com frutose.

Uma das possiveis hipOteses para uma maior concentracdo das interleucinas
inflamatorias nos animais do grupo frutose que receberam FOS, ¢ a abrupta redugdo da
esteatose hepatica, com provavel morte de hepatocitos, ocorréncia de apoptose e liberacao de
mediadores pro-inflamatdrios.

Nos dois tnicos estudos encontrados que realizaram a suplementacdo de FOS por
gavagem, em estudo realizado por Chen e colaboradores (2017), na dose de 8 g/Kg de peso do
animal por 14 dias, em camundongos induzidos a sindrome do intestino irritavel, a
suplementagdo de FOS foi associada a uma maior hipersensibilidade visceral, maior produgao
de IL-23 (marcador pro-inflamatorio intestinal) no ileo e IL-13 no colén e maior producdo de
acidos e cadeia curta (CHEN et al., 2017).

No segundo, em estudo realizado com ratos Wistar por 12 semanas com uma dieta
com frutose a 20%, a gavagem de FOS a 150 mg/kg/dia apresentou efeito oposto ao
encontrado em nosso estudo, sendo um efeito anti-inflamatério, com redugdo de citocinas
inflamatoérias como IL6, MCP-1, TNF, IFN, IL1-a ¢ IL1-b (AGUILAR et al., 2014).

De acordo com estudo realizado por Yeh e colaboradores (2012), em um modelo

experimental de inflamagao e fibrose pulmonar com camundongos com 12 semanas de idade
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em 49 dias de experimento, FOS a 2,5% atenuou a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
pulmonares em camundongos induzidos a inflamagao por D-galactose.

Os dados do presente estudo destacam que apesar do aumento de varias citocinas
inflamatorias no grupo frutose que recebeu FOS, também ocorreu o aumento de uma
importante citocina anti-inflamatoria, a IL-10.

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2013), com camundongos
alimentados com dieta rica em carboidrato (30% de agucares refinados), mesmo que em
curtos periodos de tempo, ocorreu o aumento da IL-10, sendo explicado pelos autores como
uma tentativa de homeostase dada o também aumento de citocinas inflamatorias em
camundongos.

Acreditamos que tenha ocorrido fato semelhante neste estudo, dada a drastica
redu¢do de gordura hepatica observada nas laminas histologicas dos animais que receberam
FOS, com diminui¢do consideravel do grau de esteatose acompanhado da reducdo do peso do
figado dos animais, havendo degeneracdo e morte de hepatocitos, seguido de liberagdo de
citocinas pro-inflamatorias, das quais se inclui a IL-10 numa tentativa de equilibrar o
ambiente inflamado.

No caso de acimulo de gordura no figado, com ocorréncia de DHGNA, ocorre
aumento de morte de células hepaticas, principalmente por apoptose (ALKHOURI;
CARTER; FELDSTEIN, 2011), assim como ocorreu em estudo realizado por CHOI e
coautores (2017).

Na comparagdo da esteatose hepdtica entre todos os grupos experimentais no
presente estudo, a utilizacdo de dieta com alta concentragdo de amido induziu pouco acimulo
de lipideo no figado dos animais, porém a suplementa¢do com fibras causou redugao
significativa da esteatose, com score 0 em todos os animais.

Diferentemente do grupo do amido, a dieta com alta concentragdo de frutose
desencadeou maior esteatose (score 0,86 + 0,10), sendo estatisticamente superior ao grupo
amido, refletindo no peso do figado dos animais. Novamente, a suplementagao com fibras foi
eficaz em reduzir e/ou impedir o acimulo de lipideos no figado e, os animais que receberam
dieta com alta concentragao de frutose e suplementagao de fibras.

Ressalta-se ainda, que apesar de ndo terem sido encontradas diferengas de variaveis
bioquimicas entre os grupos Amido e Frutose, incluindo no perfil lipidico, os animais do
grupo Frutose apresentaram uma importante diferenca no grau de esteatose e peso do figado

dos animais.
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Apesar de estudo realizado por Spruss e coautores (2012) ter apontado que
camundongos fémeas sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de esteatose hepatica por
dietas enriquecidas por frutose, nosso estudo demonstrou que o mesmo ocorre em animais
machos.

A considerar a alta concentracdo de frutose em dietas ocidentalizadas e
industrializadas, as quais contém adi¢ao de frutose em sua composic¢ao, buscando representar
esta condicdo em modelos animais considerado o alto acimulo de gordura hepdtica a partir de
dietas ricas em frutose, o consumo destas dietas tornou-se um modelo experimental de
obesidade e esteatose hepatica em modelos animais (LEUNG et al., 2016; KOHLI et al.,
2010).

Observa-se que inumeros estudos em modelos animais utilizam a frutose para
indu¢do de DHGNA, apesar de poucos destes estudos analisarem de maneira aprofundada os
efeitos de uma dieta rica em frutose. De acordo com Marinho ¢ colaboradores (2019) o seu
mecanismo da influéncia do consumo de frutose sobre a DHGNA ainda ¢ incerto.

Devido as similaridades as condi¢des humanas, camundongos tem sido amplamente
utilizados em estudos de avaliacio de desenvolvimento de DGHNA, considerando os
mecanismos relacionados ao seu desenvolvimento, evolugdo para esteatose hepatica, apoptose
e fibrose (GREGG et al., 2012; KIM et al., 2015; SHEEDFAR et al., 2013).

Complementarmente, modelos animais de doenga, também tem sido utilizados para
avaliagdo do desenvolvimento, prevencao e tratamento da DHGNA, com andlises diversas
considerando acumulo de triglicerideo, inflamacdo, apoptose e fibrose hepaticos (CHOI;
ABDELMEGEED; SONG, 2017), sendo necessario ainda o aprofundamento neste campo.

Em estudo realizado com camundongos de 6 semanas de idade, comparando os
efeitos de uma dieta controle (CHO 62%, LIP 14%, PTN 24%) com uma dieta rica em frutose
(35%) por 3 semanas de experimento, os animais do grupo frutose apresentaram maior
acumulo de goticulas lipidicas no figado, acompanhado de maior esteatose, porém sem score
inflamatorio associado. Os niveis de triglicerideos sérico e hepatico e colesterol sérico foram
significativamente maiores, além de ter ocorrido mais apoptose (CHOI; ABDELMEGEED;
SONG, 2017).

Os dados do presente estudo estdo de acordo com a maior parte da literatura
encontrada, uma vez que além da frutose ter induzido mais esteatose hepatica a

suplementa¢do de FOS reduziu os o acumulo de gordura no figado dos animais.
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Camundongos alimentados com dieta de cafeteria (carboidrato 69,6%, lipideos 9,6%
e proteinas 19%) tiveram mais esteatose hepatica e peso de figado, quando comparado ao
grupo controle (ZEENI et al., 2015).

Em estudo realizado por Ushio e coautores (2013), uma dieta com alto teor de frutose
também desencadeou esteatose hepatica.

Em estudo realizado em camundongos por Savari e colaboradores (2019), que
buscou reproduzir um modelo animal de esteatose hepatica similar a condigdes dietéticas e
ambientais que ocorrem em humanos, com diferentes dietas com suplementagdo de frutose na
agua a 30%, os animais alimentados exclusivamente com dieta controle e frutose nao
apresentaram sinais Obvios de esteatose, mas apresentaram nivel leve de inflamacao. J& os
demais grupos que receberam dieta rica em gordura e dieta ocidental, ambas com
suplementac¢do de frutose, apresentaram alteragdes significativas no nivel de esteatose, de
acordo com a mesma metodologia de mensuracdo utilizada neste estudo, proposta por
Kleinner e colaboradores (2005).

Em estudo realizado em ratos Wistar, com a suplementa¢do de colina e FOS para o
tratamento de esteatose hepatica induzida por uma dieta rica em sacarose, houve uma reducgao
significativa de gordura hepéatica nos animais que receberam a suplementacdo (HAUBERT et
al., 2015).

Quanto a andlise dos focos inflamatdrios, houve diferenga apenas entre os grupos
amido e frutose, onde os animais amido apresentaram maior contagem e score de focos
inflamatorios do que o grupo frutose. A suplementagdo de fibras ndo induziu alteragdes nesta
variavel, mesmo com as alteracdes de citocinas inflamatorias observadas nos animais frutose.

Nao ficou esclarecida a maior quantidade de focos inflamatdrios no grupo amido em
comparagdo ao grupo frutose. E possivel que o maior indice glicémico do amido e
consequente hiperinsulinemia, possa ter induzido a um maior aglomerado de células
inflamatorias no figado, j& em estado cronico, seguindo o fluxo normal de deflagracdo do
processo inflamatorio.

Os animais que receberam frutose apresentaram menos focos inflamatérios do que os
do grupo amido (p<0,001), porém sem efeito das fibras sobre esta variavel de analise.

Normalmente os estudos avaliam o infiltrado inflamatério dos animais no tecido
adiposo, sendo aumentado o nimero de focos inflamatorios em animais alimentados com
dieta rica em frutose (CHOI; ABDELMEGEED; SONG, 2017). Sabe-se que o aumento de

células imune no tecido adiposo tem relacdo com a apoptose do tecido adiposo, o que por sua
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vez contribui para o aumento da produ¢do de citocinas inflamatorias (FRANCISQUETI;
NASCIMENTO; CORREA, 2015; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2003).

O aumento do peso do figado em um estudo realizado com ratos wistar alimentados
com uma dieta de cafeteria, foi relacionado ao aumento dos triglicerideos hepaticos, ja que os
animais apresentaram esteatose hepética acentuada (PASARIN et al., 2012), assim como o
observado neste estudo.

Neste estudo, foi buscada a andlise das fibras coldgenas considerando a relagdo do
consumo de frutose com a fibrogenese e acumulo de fibras coldgeno, conforme apontado por
Kohli e colaboradores (2011).

No entanto, analisando as fibras coldgenas pela coloragdo Tricromio de Masson/TM,
ndo foram observadas diferencas significantes entre os grupos, como observados em outros
estudos.

Apesar do aumento da esteatose hepatica induzida por ratos Wistar alimentados por
1 més com uma dieta de cafeteria (65% gordura saturada), os animais ndo apresentaram
inflamagdo ou fibrose hepaticas (PASARIN et al., 2012).

Disfuncdes endoteliais no figado de animais alimentados por 1 més com uma dieta
de cafeteria (65% gorduras saturadas em sua maior parte) ocorreram antes da ocorréncia de
fibrose inflamagdo (PASARIN ez al., 2012).

Em outro estudo, solucdo de frutose a 30% na agua, os animais (em ratos)
desenvolveram esteatose hepatica porem sem a ocorréncia de fibrose hepatica apds 3 meses
de experimento (MEJIA et al., 2018).

Em estudo realizado com camundongos em tempo o dobro deste estudo, uma dieta
rica em gorduras (21%) e frutose (10%) foi capaz de induzir a esteatose e fibrose hepatica,
tendo o autor associado a composicdo da dieta e ao longo tempo de seguimento (LEUNG et
al., 2016).

Em estudo realizado por Li e colaboradores (2018), animais alimentados com dieta
rica em frutose apresentaram mais fibrose, porem sem diferencas no sore de inflamacao.

No geral, o presente estudo apresentou algumas dificuldades de anélise das varidveis
a considerar a diversidade de linhagens, idade dos animais e deficiéncia de estudos que
abordem pardmetros laboratoriais para uma melhor comparagdo entre os resultados
encontrados nos grupos experimentais.

A quantidade de soro dos animais, também dificultou algumas andlises, sendo

sugerido para futuros estudos a utilizagdo de animais que fornegam maiores quantidades de
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sangue para analise, ou, a realizagdo de outros métodos de determinacdo das varidveis. A
realizacdo de estudos com uma maior quantidade de animais também auxiliaria na
estratificacdo dos grupos de acordo com as variaveis a serem analisadas.

A realizacdo de novas pesquisas ¢ importante, a considerar os efeitos maléficos ainda
pouco elucidados da frutose, bem como outras formas de suplementacdo de FOS, em
diferentes doses, com andlise de varidveis genéticas e de microbiota intestinal, bem como

andlise histologica de outros 6rgdos como coragao, intestino e cérebro.
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7 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que o tipo de carboidrato e a suplementacao de fibras
causam diferentes efeitos sobre varidveis bioquimicas, inflamatdrias e histologicas em
camundongos Swiss.

Os resultados apontaram que apesar dos animais Amido terem apresentado maior
quantidade de focos inflamatdrios hepaticos, a dieta rica em frutose causou piores efeitos de
inflamacdo e esteatose hepatica em camundongos Swiss, tendo os animais do grupo frutose
apresentados maior consumo de ragdo e ganho de peso, maiores niveis de TNF ¢ MCP-1,
além de mais esteatose hepdatica e maior peso do figado.

Nos animais alimentados com dieta rica em amido, a suplementacio de FOS
apresentou efeito sobre as variaveis bioquimicas na redu¢do apenas dos niveis de uréia,
colesterol total ¢ HDL. Ja nos animais alimentados com dieta rica em frutose, a
suplementa¢do de FOS reduziu drasticamente a esteatose hepatica e o peso do figado dos
animais, causando um estado inflamatorio com elevacgao citocinas inflamatorias.

Também demonstrou o possivel efeito terapéutico das fibras na alimentagdo,
especialmente no acimulo de gordura hepética, porém, devendo se melhor elucidado sobre a
melhor dose, via e horario de administracao, considerando o efeito inflamatério observado
neste estudo.

Acredita-se que este estudo apresentou novas evidéncias e hipdteses para estudos
futuros que foquem a revisao dos atuais padrdes alimentares, 0s quais em sua maior parte sao
compostos por carboidratos. O tema estudado ¢ emergente, considerando o aumento de
doengas cronicas e a sua relacio com questdes alimentares, especialmente ao consumo

exagerado de carboidratos.
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9 ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo de aprovacio CEUA

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacéo
Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFEILCADOO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos de diferentes dietas
sobre metabolismo e inflamacdo em ratos"”, registrada com o n°® 813/2016, sob a
responsabilidade de Andreia Conceicdo Milan Brochado Antoniolli Silva - que ,
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os 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 Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 112 reunido ordinaria do dia 09/12/2016.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagcao Fevereiro/2016 a Agosto/2019
Espécie/Linhagem/Raca Rattus norvegicus / Wistar
N° de animais [ 32 =)
Peso/ldade 220 - 250g/60 dias
Sexo Macho
Origem Biotério Central/CCBS/UFMS

Mmﬂ/‘
Maria Aradjo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 09 de dezembro de 2016.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
hitp://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.2000@gamail.com
fone (67) 3345-7925
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Anexo 2 — Comprovante de Treinamento Biotério Central/UFMS

Servico Publico Federal
Ministério da Educacgao

Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

DECLARACAO

Declaramos que Cacilda Rocha Hildebrand realizou treinamento
no Biotério Central-UT do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul no(s)dia(s) 05/09/2016 e
13/10/2016, totalizando uma carga hordria de 8 (oito) horas, tendo
desenvolvido as seguintes atividades:

I. Area de Criagao

- Participacao na rotina de troca de roedores.

- Contencado.

- Sexagem.

- Participac@o na rotina de higienizacdo/desinfeccao de materiais.

2. Area de Experimentacdo

- Normass e rotinas.

Por ser verdade, firmo a presente declaracdo.

Campo Grande-MS, 13 de outubro de 2016.

Biotério -UT / CCBS
Avenica Sanadar Filinto Muler 1556, Vila IpirangaFona: 057 3345.3540 1 3345- 2541
CEP 79074460 Campo Granda (MS)
e-mail: biotero.cebs@ufms. or
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Apéndice 1 — Planilha de acompanhamento dos an




