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RESUMO

A ingestdo regular de bebidas adocadas e o tratamento baseado
em glicocorticoides (GCs), separadamente, podem promover alteragdes
metabolicas como hipertriacilgliceridemia e reducdo da sensibilidade a
insulina, respectivamente. Contudo, ndo ha informagdes a respeito do
efeito combinado de ambos nem se as alteragdes persistem apos a retirada
destes fatores diabetogénicos. Assim, buscamos avaliar o impacto da
administracdo combinada de frutose e prednisolona sobre parametros
metabdlicos e morfoldgicos relacionados a homeostase glicémica e
lipidica, e fizemos uso da suplementacdo com 6leo de peixe e da retirada
dos insultos para avaliar uma possivel eficacia atenuadora sobre os
pardmetros que se mostrarem alterados. Para tal, ratos Wistar machos
foram divididos nos seguintes grupos: controle (CTL), tratados com
frutose (20% na agua de beber) (FRU), tratados com prednisolona (12,5
ug/ml na agua de beber) (PRED), tratados com a combinagéo de frutose
+ prednisolona (FP) por 90 dias consecutivos. Também ouve 0 grupo
suplementado com o6leo de peixe apenas (1 g/Kg p.c., i.g) (OP) nos
Gltimos 45 dias experimentais e 0 grupo tratado nos moldes dos grupos
FP e OP gerando o grupo (FPO). Um grupo paralelo de animais FP foi
mantido por mais 3 meses ap0s o0 término do tratamento para o
acompanhamento das variaveis analisadas (REV). Os ratos do grupo FP
apresentaram reducdo do peso corpéreo mesmo mantendo um consumo
energético similar a dos demais grupos. O grupo FP também desenvolveu
hipertriacilgliceridemia sem alteragdes na glicemia ao longo do
tratamento. Hiperinsulinemia, reducdo da sensibilidade a insulina,
aumento da adiposidade visceral e hiperurecemia, aumento do conteldo
de lipideo hepético, além de maior massa relativa de células beta
pancreaticas também foram observados no grupo FP. A suplementacéo
com 0leo de peixe ndo foi eficaz em atenuar a maioria dos efeitos
adversos, exceto pela reducdo da triacilgliceridemia e urecemia
plasmatica. Por outro lado, o grupo REV normalizou grande parte das
alteracdes desenvolvidas pela combinacdo dos tratamentos. Concluimos
gue a combinagdo da ingestdo de frutose com o tratamento concomitante
de corticosteroide compromete o crescimento corpéreo e induz um
guadro caracteristico de sindrome metabélica enquanto a suplementacéo
com Oleo de peixe parece atenuar principalmente a dislipidemia. Também
concluimos que o organismo é capaz de se recompor da maioria dos
efeitos adversos com a interrupgdo dos desafios metabolicos presente na
agua de beber. Esses achados alertam para os riscos da associa¢do de uma
terapia baseada em GC e o consumo regular de bebidas adogadas e



acrescentam informacOes alentadoras acerca da plasticidade do
organismo e dos beneficios da interrupgdo dos fatores causais dos efeitos
adversos.

Palavras chaves: sindrome metabolica; frutose; glicocorticoides,
6leo de peixe; reversibilidade.



ABSTRACT

Regular intake of sweetened beverages and glucocorticoid-based
therapy (GCs), separately, may promote metabolic changes such as
hypertriglyceridemia and reduced insulin sensitivity, respectively.
However, there is no information regarding the combined effect of the
two nor whether the changes persist after the withdrawal of these
diabetogenic factors. Thus, we sought to evaluate the impact of the
combined administration of fructose and prednisolone on metabolic and
morphological parameters related to glycemic and lipid homeostasis, and
used fish oil supplementation and insult with drawal to evaluate a possible
attenuating efficacy on the parameters that have been altered. For this,
male Wistar rats were divided into the following groups: control (CTL),
treated with fructose (20% in drinking water) (FRU), treated with
prednisolone (12.5 pg / ml in drinking water) (PRED), treated with the
combination of fructose + prednisolone (FP) for 90 consecutive days. It
also hears the group supplemented with fish oil only (1 g/ kg p.c., g) (OP)
in the last 45 experimental days and the group treated in the FP and OP
groups generating the (FPO) group. A parallel group of FP animals was
maintained for a further 3 months after the end of treatment to monitor
the variables analyzed (REV). The rats of the FP group presented a
reduction in body weight even while maintaining an energy consumption
similar to that of the other groups. The FP group also developed
hypertriglyceridemia without changes in glycemia throughout the
treatment. Hyperinsulinemia, reduced insulin sensitivity, increased
visceral adiposity and hyperurecemia, increased hepatic lipid content, and
a higher relative mass of pancreatic beta cells were also observed in the
FP group. Fish oil supplementation was not effective in alleviating most
of the adverse effects, except for reduction of triacylglyceridemia and
plasma urecemia. On the other hand, the REV group normalized much of
the changes developed by the combination of treatments. We conclude
that the combination of fructose intake and concomitant corticosteroid
treatment compromises body growth and induces a characteristic
metabolic syndrome, whereas supplementation with fish oil seems to
attenuate mainly dyslipidemia. We also conclude that the body is able to
recover from most adverse effects by disrupting the metabolic challenges
present in drinking water. These findings point to the risks of associating
a GC-based therapy with regular consumption of sweetened beverages
and add encouraging information about the organism'’s plasticity and the
benefits of stopping the causative factors of adverse effects.



Key words: metabolic syndrome; fructose; glucocorticoids; fish
oil; reversibility.
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1. INTRODUCAO
1.1 SINDROME METABOLICA

A prevaléncia de individuos com sobrepeso ou obesos aumenta
anualmente em todo mundo, demonstrando uma provavel relagdo com o
estilo de vida sedentéario, 0 excesso no consumo de alimentos processados
gue contém alta densidade energética e baixo valor nutricional
(DESPRES; LEMIEUX, 2006). Essas comorbidades relacionadas ao
estilo de vida atual, como obesidade, dislipidemias, aterosclerose, doenca
hepéatica ndo alcodlica, também conhecida como esteatose hepética
gordurosa, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e hipertensdo predominam nos
paises industrializados (HERMAN; SAMUEL, 2016; KOJI;
TERUYOSHI, 2015). Dados de 2007 mostram que no Brasil 72% dos
casos de Obitos incluiram mortes relacionadas com doencas
cardiovasculares, neoplasias e diabetes mellitus DM (ALVES & NETO,
2015).

A obesidade, especialmente a obesidade visceral [que se
caracteriza normalmente pela Sindrome metabdlica (SM)] séo
decorrentes de um estilo de vida inadequado, com maior ingestdo
caldrica, dietas ricas em agUcares e frutose, bem como habitos sedentarios
(BASCIANO; FEDERICO; ADELLI, 2005; BRAY; POPKIN, 1998). O
aumento na prevaléncia da SM associa-se a epidemia global da obesidade
e diabetes (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005), encontrando na
populacdo brasileira uma prevaléncia que se aproxima aos 65%, sendo
portanto, um fator de risco para morbidade e mortalidade presente no
Brasil (VIDIGAL et al., 2013; SILVA et al., 2011; NG et al., 2014).

O conjunto de desordens metabdlicas que definem a SM incluem:
obesidade visceral, hipertriacilgliceridemia, baixos niveis de HDL-c,
hipertensdo e glicemia de jejum alterada (ELLIOTT et al., 2002; KOJI;
TERUYOSHI, 2015), que ainda conta com a predisposicdo genética. Seu
diagndstico é obtido por meio das seguintes alteragcBes: aumento de
circunferéncia abdominal, além de pelo menos duas alteragcdes conjuntas,
podendo ser elas: dislipidemia (hipertriacilgliridemia  e/ou
hipercolesterolemia), reducéo das concentragGes de HDL-c, hipertensdo
arterial sistémica, resisténcia a insulina (RI) e glicemia de jejum alterada
(DESPRES; LEMIEUX, 2006; TENENBAUM et al., 2007), como
demonstrado no Quadro 1 (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005).
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Quadro 1: Critérios para diagnéstico da SM

Requisitos
obrigatérios

Critério

Obesidade
(visceral/central)

Hiperglicemia

Dislipidemia

Dislipidemia
{critério
separado)

Hipertensao

Outros critérios

NCEP: ATP Il
{actualizacao 2005)

Nenhum

OMS (1998)

IR*

EGIR (1999)

Hiperinsulinemia®

IDF (2005)

Obesidade central
(PCY*: =94cm (M),
280cm (F)

Quaisquer 3dos 5
critérios abaixo

IR ou DM2, mais 2 dos
5 critérios

Hiperinsulinemia,
mais 2 dos 4
critérios abaixo

Obesidade central
mais 2 dos 4 critérios
abaixo

Razéio cintura/anca:

PC: =102 cm (M), >0,90 cm (M), =0,85 PC: 294 cm (M), Requisito
=88 cm (F) em (F); ou IMC > 30 =80 cm (F) obrigatério
Kgim®
Glicose em jejum = IR & requisito IR & requisito Glicose em jejum =
100° mg/dl ou TF obrigatério obrigatério 100 mg/di

TAG =150 mag/dl ou
TF

TAG 2150 mgfdl ou
HOL: <35 mgidl (M)
<39 mg/dl (F)

TAG =177 mg/dl
ou HDL <39 mg/dl

TAG =150 mg/dl ou
TF

HOL: <40 mg/dl (M),
<50 mg/dl (F); ou TF

x

X

HOL: <40 mgtdi (M),
<50 mgidl (F); ou TF

> 130 mmHg sistdlica
ou > 85 mmHg
diastdlica ou TF

2140/90 mmHg

=140/90 mmHg ou
TF

= 130 mmHg sistdlica
ou = 85 mmHg
diastélica ou TF

X

Microalbuminuria®

x

X

TF: tratamento farmacoldgico; M: sexo masculino; F: sexo feminino, IR:
resisténcia a insulina, DM2: diabetes mellitus tipo 2. Adaptado de Huang et al,
20009.

A SM se baseia na obesidade visceral, como pré-requisito. O tecido
adiposo visceral € sujeito a alteracBes metabdlicas quando em excesso,
onde parece nao ser capaz de metabolizar a energia resultante de um estilo
de vida sedentério aliado com balango energético positivo. O aumento na
massa deste tecido também estd associado com dislipidemias e perfil
inflamatério (DESPRES; LEMIEUX, 2006).

Quando em excesso, de gordura visceral estd constituida de
adipocitos hipertrofiados, e este perfil é associado com anormalidades
aterogénicas e diabetogénicas, caracterizando a obesidade visceral como
um fator de risco para o desenvolvimento de Rl e DM2 (DESPRES;
LEMIEUX, 2006). O aumento na adiposidade abdominal é resultante de
um balanco energético positivo ou da reducdo do gasto energético, e
também pelo tecido adiposo apresentar incapacidade de dissipar energia.
Ainda, a capacidade do tecido adiposo em armazenar lipideos pode
encontrar-se saturada, podendo acumular-se em locais ndo especializados
para tal funcdo, como figado, musculo e pancreas, definindo o conceito
de gordura ectopica (DESPRES; LEMIEUX, 2006; ECKEL; GRUNDY;
ZIMMET, 2005).

O aumento na adiposidade visceral esta associado a maior secrecao
de 4cidos graxos nao-esterificados (AGNE) direcionada ao figado pela
circulagéo portal, podendo contribuir para o quadro de Rl (BERGMAN



et al., 2006; DESPRES; LEMIEUX, 2006). Os &cidos graxos livres
(AGL) sdo derivados principalmente de goticulas contendo triglicerideos,
sendo liberados do tecido adiposo pela acdo da enzima lipase horménio
sensivel (HSL), ou ainda podendo ser derivados da lip6lise sobre as
lipoproteinas ricas em triacilglicerol (VLDL) pela acdo da lipoproteina
lipase (LPL) (STERN et al., 2004). Portanto, 0 aumento da massa de
gordura visceral pode resultar em maior concentracdes de AGL na
circulagdo, favorecendo maior actmulo destes lipideos no figado
(ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005; TENENBAUM; KLEMPFNER,;
FISMAN, 2014).

Nesse contexto de adipdcitos hipertrofiados, caracterizados
especialmente pelo estado hiperlipolitico decorrente de um quadro com
resisténcia a insulina, ¢ comum ter aumento da da producdo de
apolipoproteina B, que contém lipoproteinas ricas em triacilglicerol
(VLDL) (DESPRES; LEMIEUX, 2006; WEISBERG et al., 2003), bem
como alteracdo do perfil inflamatério, com reducéo nas concentragdes de
adiponectina, e maiores concentracdes de proteina C reativa (CRP),
interleucina 6 (IL-6) ¢ fator de necrose tumoral a (TNF-a) plasmaticas
(WEISBERG et al., 2003).

Alteracbes no metabolismo da glicose também podem estar
presentes no diagnostico da SM, incluindo redugdo da supressdo da
gliconeogénese, bem como reducdo da captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos e RI (menor acdo da insulina), resultando em hiperinsulinemia
de jejum (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005). Além destas
anormalidades, outras alteracfes que ndo sdo incluidas nos critérios para
diagndstico da SM, porém sao relacionadas com RI, tais como: aumento
na apoB e apoC-Ill, hiperuricemia, presenca de esteatose hepética ndo
alcoolica e inflamagdo subclinica (ECKEL; GRUNDY; ZIMMET, 2005;
TRAYHURN; WOOD, 2004).

2. MODELOS ANIMAIS DE INDUCAO DA SM

O aumento no consumo de aglcares, bem como 0 uso
indiscriminado de farmacos, como os glicocorticoides (GC), pode alterar
0 metabolismo glicémico e lipidico, levando a um padrdo metabélico
similar ao da sindrome metabdlica. Assim, modelos experimentais
utilizando estes desafios metabdlicos podem mimetizar os efeitos e
mecanismos pelos quais a SM se desenvolve.

Sabe-se que a ingestdo de frutose em animais pode mimetizar
alguns aspectos da SM como observada em humanos, ex,. aumento na
adiposidade visceral, RI, hiperinsulinemia, hipertriacilgliceridemia,
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intolerancia a glicose e aumento nos valores de pressao arterial. Com isso,
estes modelos podem ser utilizados com o intuito de elucidar mecanismos
bem como para a aplicacéo de intervencées (MAHMOUD; ELSHAZLY,
2014).

Modelos experimentais utilizando a frutose na agua de beber por
diferentes tempos e concentragGes demonstram as seguintes alteracdes:
aumento de gordura visceral bem como de peso corpdreo, aumento nos
valores glicémicos e insulinémicos, RI, intolerdancia & glicose,
dislipidemia, aumento de AGL, hiperuricemia, aumento da massa do
figado acompanhado de esteatose hepatica com aumento de macro
goticulas, além de hipertrofia de adipdcitos e menor massa de células beta
pancreéticas (Tabela 1) (BURSAC et al., 2014; DE CASTRO et al., 2015;
MAHMOUD; ELSHAZLY, 2014; MAMIKUTTY; THENT; HAJI
SUHAIMI, 2015; NOVAK et al., 2015). Contudo, estas alteracbes ndo
sdo encontradas em todos os trabalhos utilizando frutose isoladamente,
demonstrando que a eficiéncia do modelo é, por vezes, questionavel
(DELLA VEDOVA et al., 2016; HUANG et al., 2016).

Tabela 1: Estudos relacionando a ingestéo de frutose e suas
alteragdes metabdlicas.

Autor

Modelo

Resultados

Maiztegui et al, 2011

Alzamendi et al, 2012

Buscéc et al, 2014

Ratos machos Wistar,

recebendo frutose na

agua de beber a 10%
por 3 semanas.

Ratos Wistar tratados

com frutose a 10% na

agua de beber, por 3
semanas.

Ratos Wistar
recebendo 60% de
frutose na agua de

beber, por 9 semanas

Intolerancia a glicose,
hiperinsulinemia e
hipertriacilgliceridemia,
além de maior indice
HOMA-IR e HOMA-B e
menor massa de células 8
Aumento nas concentracdes
plasméticas de TBARS,
leptina e glicose, além de
hipertrofia de adipdcito,
hiperinsulinemia bem como
Rle
hipertriacilgliceridemia.
Aumento de adiposidade
visceral,
hipertriacilgliceridemia,
resisténcia hipotalamica a
leptina, hiperleptinemia
plasmética, além de
hipertrofia de adip6citos



Mahmoud and
Elshazly, 2014

Ratos machos Wistar,
recebendo 10%
frutose na agua de
beber por 12 semanas

Aumento de peso corpoéreo,
glicemia e insulinemia,
bem como
hipertriacilgliceridemia,
hipercolesterolemia, AGL,
4cido Urico, HOMA-IR e
HAS

Mamikutty et al 2015

Mamikutty et al, 2015

Novak et al, 2015

Ratos Wistar
recebendo frutose a
20 e 25% na agua
de beber por 8
semanas

Ratos Wistar, tratados
com frutose a 20% na
agua de beber, por 8
semanas

Ratos machos
Sprague-Dawley,
tratados com 15%
frutose na agua de

beber, por 8 semanas

Grupo recebendo 20%
apresentou aumento de
obesidade visceral
comparado ao grupo
25%;

Além de ambos
apresentarem
hipertriacilgliceridemia,
hiperglicemia,
hipertrofia de adipacito,
e aumento de pressdo
arterial sistolica
Aumento peso corporal,
gordura visceral,
hipertriacilgliceridemia,
hiperglicemia, além de
esteatose hepatica com
aumento de macrogoticulas
Aumento de consumo
hidrico, gordura
epididimaria,
hipertriacilgliceridemia e
hiperglicemia, e
intolerancia a glicose

Bursac el al (2013) sugeriram que as alteracGes causadas pelo
excesso de frutose poderiam ser mediadas pelo metabolismo dos
glicocorticoides (GC), como pelo seu pré-receptor no tecido adiposo.
Este trabalho demonstrou que a exposicao de ratos Wistar a frutose 10%
por 9 semanas resultou nos mesmos efeitos nocivos demonstrados nos
estudos citados previamente, além de apresentar aumento na expressao da
enzima 11 HSD-1 e corticosterona no tecido adiposo.

Sabendo que os GC em excesso podem alterar o metabolismo da
glicose, induzindo RI em modelos animais, diversos estudos foram
realizados com o intuito de elucidar por quais mecanismos esta classe de
farmacos atua sobre a homeostase metabolica (DUBOIS; JUSKO, 2012).
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As principais alteragGes encontradas em modelos experimentais
utilizando GC com dose/tempo dependentes sdo: aumento de gordura
visceral, hiperglicemia e hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e Rl,
dislipidemia, esteatose hepatica e deposicdo de gordura ectopica no
musculo esquelético, aumento na secrecdo de insulina (funcdo de células
beta), bem como hipertrofia e hiperplasia, além de aumento da massa de
células alfa (Tabela 2) (FRANSSON et al., 2013; PINHEIRO et al., 2009;
PROTZEK et al., 2014; RAFACHO et al., 2008). Entretanto, nem todos
modelos experimentais que utilizam GC apresentam todas as alteragdes
acima citadas, demonstrando a variabilidade do modelo (WU etal., 2016).

Tabela 2: Estudos relacionando tratamento com GC e suas
alteragdes metabdlicas.

Autor Modelo Resultados
Karlsson et al, Ratos Sprague-Dawley Apresentaram
2001 recebendo DEX 2mg/kg ip hiperinsulinemia e
por 12 dias hiperglicemia, bem como

perda de funcéo das células

Rafacho et al, Ratos Wistar tratados com Aumento dose-dependente
2008 DEX (0,1;0,5e1,0 de RI, além de maior dose
mg/kg) por 5 dias resultar em intolerancia a

consecutivos glicose,

hipertriacilgliceridemia,
aumento concentracoes
plasméticas de AGNE, e
aumento da secre¢do de

insulina
De Paula et al, Ratos Wistar machos RI, hiperinsulinemia e
2011 recebendo DEX 1mg/kg hiperplasia de células B
por 5 dias consecutivos
Laskewitz et al, Camundongos C57BL/6J | Demonstraram hiperglicemia
2012 tratados com HFD por 6 e hiperinsulinemia e
semanas e suplementados leptinemia, maior indice
com PRED (10mg/kg via HOMA-IR e menor
gavagem) por 1 semana sensibilidade a insulina,
além de

hipertriacilgliceridemia,
dislipidemia e maiores
concentragOes de AGL, bem
como aumento de
corticosterona plasmatico




Fang et al, 2013

Ratos Wistar recebendo
infusdo osmoética
intravenosa de
metilprednisolona com
dose baixa (0,03 e 0,1),
média (0,2) e alta (0,3 e
0,4) por 21, 10 e 7 dias,
respectivamente

Aumento AGL plasmaticos
dose dependente, além de
hiperfagia, reducéo do peso
corporal, hiperglicemia e
hiperinsulinemia

Fransson et al,
2013

Camundongos machos
C57BL/6J tratados com
corticosterona na agua de
beber (100 ou 25pg/mL)
por 5 semanas

Aumento consumo
alimentar, ganho de peso
corpéreo, aumento de
gordura visceral,
dislipidemia, deposicdo de
gordura ectopica no figado e
musculo esquelético, além
de menor sensibilidade a
insulina e intoleréncia a
glicose. Ainda, apresentaram
aumento da massa e da
capacidade secretoria das
células

Protzek et al,
2014

Ratos Wistar machos
recebendo DEX 1mg/kg
por 5 dias consecutivos

Hiperinsulinemia, glicemia e
glucogonemia, RI, aumento
da massa e de granulos
secretores de células o, bem
como maior secre¢do de
células

Como demonstrado anteriormente, os tratamentos isolados com
dietas hipercaldricas (frutose) e GC apresentam alteracdes semelhantes a
SM observada em humanos. Com isso, dois estudos semelhantes
utilizando um modelo experimental com ratos machos Sprague-Dawley
recebendo CORT 100 mg exdgena implantados subcutineamente e
alimentados concomitante com uma dieta com alto teor de gordura (60%)
durante 16 dias, apresentaram aumento da massa de gordura epididimaria
relativa, além de esteatose e fibrose hepatica e deposicdo de gordura
ectopica no musculo esquelético. Ainda, foi observada hiperglicemia de
jejum e RI, hiperinsulinemia, hipertriacilgliceridemia e falha da
capacidade secretéria das células B em resposta ao oGTT, quando
comparados com os animais controle (SHPILBERG et al., 2012, 2012).
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2.1 FRUTOSE

Dados atuais mostram associa¢do temporal entre 0 aumento no
consumo de agucares [xarope de milho de alta frutose (XMAF)] e o
aumento da obesidade e SM (FEINMAN; FINE, 2013; HERMAN;
SAMUEL, 2016). Eles representam em média cerca de 318Kcal da
ingestdo alimentar ou entre 16 a 20% de toda ingestdo caldrica diaria
(NIELSEN etal., 2002; HEATHER et al., 2005) e podem ser encontrados
em refrigerantes, sucos, enérgicos ou em alimentos industrializados
(SHELUDIAKOVA et al., 2011, HEATHER et al., 2005).

A frutose é considerada um acucar lipogénico e caracteriza um
fator de risco para doencas como DM2, e DCV (BASCIANO;
FEDERICO; ADELI, 2010; GREEN et al., 2014; LI et al., 2015;
SHELUDIAKOVA; ROONEY; BOAKES, 2012a; WANG et al., 2015).
Sabe-se que a metabolizacdo da frutose e glicose séo diferentes, onde a
glicose é utilizada como fonte energética pelo cérebro, e captada
diretamente por tecidos periféricos como musculo e tecido adiposo, € seu
excesso € armazenado no figado e musculo, como glicogénio hepatico e
muscular, respectivamente (TEFF et al., 2009). A conversdo de glicose
em piruvato ocorre pela regulacdo da insulina, através do estimulo sobre
a expressdo génica da glicocinase e ativacdo de enzimas glicoliticas (LE,
2010).

A frutose é transportada para o enterécito via GLUTS5, um
transportador de membrana especifico e altamente expresso nas
microvilosidades das células do intestino delgado, bem como pelo
GLUT2, sendo um transportador da glicose e frutose expresso no figado,
intestino delgado (ao longo da membrana basolateral) e pancreas. A
frutose ingerida chega ao figado pela circulacdo portal, onde é
rapidamente metabolizada (HERMAN; SAMUEL, 2016). Sua
metabolizacdo hepatica inicia com a fosforilagdo pela enzima
cetohexocinase (KHK - do inglés, ketohexokinase), também conhecida
como frutocinase, formando frutose-1-fosfato (F1P) (Figura 1). F1P é
subsequentemente metabolizada em gliceraldeido e dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) pela aldolase B (AldoB). O gliceraldeido sofre entéo,
fosforilagdo adicional por uma enzima tirosina cinase, a dihidroxiacetona
cinase 2 (DAK) formando gliceraldeido-3-fosfato (G3P). Os resultantes
da metabolizagdo da frutose (frut6lise/glicélise) formam substratos para
gliconeogénese, lipogénese ou respiracdo celular (CIANFANELLI, 2013;
HERMAN; SAMUEL, 2016; KOLDERUP; SVIHUS, 2015).
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Figura 1 - Metabolismo hepético da frutose.
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Fonte: adaptado de Herman&Samuel, 2016.

O consumo exacerbado de frutose, pode acarretar em maior
utilizacdo da mesma como substrato para a lipogénese, tanto na sintese
ou esterificacdo de acidos graxos em TG, podendo explicar as elevadas
concentragBes plasmaticas apds exposicdo a curto prazo e a elevadas
ingestdes de frutose (HERMAN; SAMUEL, 2016).

A ingestdo aguda de frutose contribui para sintese lipidica através
do aumento no fluxo de carbonos de frutose em precursores lipogénicos,
promovendo o aumento na capacidade metabdlica da frutose em lipideo.
Essa adaptacdo pode ocorrer no enterécito, onde a exposicao cronica de
frutose pode aumentar a capacidade deste em absorver frutose pela
suprarregulacdo do transportador de glicose - GLUTS5, ou melhora na
sintese lipidica pelo enterdcito (HAIDARI et al., 2002).



O consumo exacerbado de frutose pode promover maior atividade
da enzima KHK, além de ser um importante indutor de hiperuricemia.
Este mecanismo, ocorre por retroalimentacdo positiva via ChREBP,
resultando rapidamente em F-1-P e deplecdo hepatica de ATP. Com a
reducdo de fosfato intracelular, a AMP deaminase é estimulada e catalisa
a degradacdo de AMP em monofosfato de inosina, onde este é
metabolizado a inosina e degradada a xantina e hipoxantina pela xantina
oxidase, finalmente gerando &cido urico (JOHNSON et al., 2013; LIMA;
MARTINS-SANTOS; CHAVES, 2015).

2.2 GLICOCORTICOIDES

O metabolismo da glicose esta sujeito a acdo dos GC. A regulagéo
primaria da secrecdo de horménios GC é feita pelo eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) (revisado por ORTSATER et al., 2012). O
cortisol em humanos e a corticosterona em roedores sdo considerados 0s
GC endodgenos, e suas concentracBes elevadas podem resultar em
alteragdes metabdlicas como: hipoglicemia, trauma, infec¢des, situacdes
estressoras, etc (PASIEKA; RAFACHO, 2016).

Os GC sintéticos, sendo a prednisolona (PRED) e a dexametasona
(DEX) os mais utilizados na pratica clinica, atuam no tratamento de
doencas como: asma, artrite reumatoide, Lupus, pos tr transplantes, entre
outras. Suas ac¢des sdo célula- e tecido-especificas e variam de acordo com
a dosagem, duracdo do tratamento, e fatores individuais (MELLOUK et
al., 2011; QUAX et al., 2013). Entretanto, quando utilizadas em excesso
promovem diversas alteragdes metabdlicas, como: diminuicéo dos efeitos
supressores da insulina sobre a gliconeogénese, reducdo da captagdo de
glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo, dislipidemia e
alteracdo no disposition index (do inglés - indice de disposicdo), que
mensura a secrecdo de insulina pela sensibilidade periférica a insulina
(MELLOUK et al., 2011; PASIEKA; RAFACHO, 2016; PROTZEK et
al., 2014; QUAX et al., 2013; VAN RAALTE et al., 2011).

A acdo tecido-especifica do GC é mediada pelo hormdnio esteroide
gue tém sua ligagdo com o receptor para GC (GR). Este receptor é um
fator de transcricdo regulado por ligante, e pertence & uma grande familia
de receptores nucleares, regulando a transcricdo génica por transativacao
ou transrrepressaio (MANGELSDORF et al., 1995). O GR ¢
principalmente expresso em células adiposas, localizadas na gordura
abdominal, sendo capaz de regular a maturacdo de células adiposas (pré-
adipocitos) em células adiposas diferenciadas (revisado por RAFACHO
etal., 2014).
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Os GC promovem aumento na expressdo de enzimas lipoliticas,
como a HSL induzindo a hidrolise de TG e liberando 4cidos graxos livres
(AGL) e glicerol para circulagdo sistémica. Além disso, o GC
normalmente atenua a sinalizacdo da insulina e diminui a captacdo de
glicose pelos tecidos periféricos, como tecido adiposo, figado e musculo
(SLAVIN; ONG; KERN, 1994). Portanto, a exposi¢do em excesso aos
GC atenua a sinalizacdo insulinica, além de aumentar concentragdes de
AGLs e TGs na circulacdo, aumenta a adiposidade visceral (revisado por
RAFACHO et al., 2014).

O figado é um 6rgéo central na regulacéo da homeostase glicémica
e lipidica, onde a insulina modula a sintese de glicogénio hepético e
supressao da gliconeogénese. O excesso de GC, pode promover atenuar a
sinalizacdo de insulina no figado levando ao estimulo da gliconeogénese
por estimular enzimas como fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCK) e
G6P Outro efeito da administracdo aguda de GC é sobre a concentragdo
plasmatica de glicose avaliada pelo teste de tolerancia a glicose oral
(oGTT). Ap6s tratamento com cortisol ou DEX se observa estimulagédo
da gliconeogénese, onde a elevada concentracdo de glicose no plasma
pode ser decorrente da diminuicdo da captacdo periférica e/ou clearance
de glicose (DJURHUUS et al., 2004; NOVAK et al., 2015; P.; L., 1998;
WAJINGOT et al., 1990). Os GC também podem ser responsaveis pelo
aumento nas concentracfes da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
desenvolvimento de esteatose hepatica, onde este evento per se, promove
atenuacdo da sensibilidade & insulina (revisado por CASSUTO et al.,
2005; RAFACHO et al., 2014).

O impacto negativo do excesso de GC no musculo esquelético
envolve reducdo na captacdo de glicose e sdo comumente envolvidos na
RI, onde a insulina ndo ¢é capaz de estimular a adequada captacdo de
glicose muscular (revisado por PASIEKA; RAFACHO, 2016;
RAFACHO et al., 2014). Portanto, o excesso de GC altera a homeostase
hepética e muscular, por agdes diretas, bem como por agbes indiretas
como deposicdo de gordura ectépica resultante da lipolise do tecido
adiposo, ou ainda pelo aumento na expressdo de adipocitocinas e
citocinas pro-inflamatérias, prejudicando a sinalizagdo a insulina nos
tecidos periféricos (revisado por PASIEKA; RAFACHO, 2016) (Figura
2).
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Figura 2: Acdes adversas dos glicocorticoides (GCs) em tecidos
periféricos envolvidos no controle da homeostase glicémica.
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3. ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS OMEGA-3

A inflamag&o subclinica encontra-se presente no cerne de diversas
doencas metabdlicas cronicas como obesidade e DM2, causadas
especialmente pelo consumo exacerbado de frutose e/ou GC, onde a
suplementacdo com Oleo de peixe poderia ser um importante fator
atenuador, uma vez que possui propriedades modulatérias sobre
parametros cardiometabélicos (perfil lipidico plasmatico, pressdo arterial
e sensibilidade a insulina) (RIBEIRO, et al., 2006; SAITO, 2012).

Sabe-se que &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa sdo
compostos por duas grandes subfamilias, denominadas 6mega-6 e dmega-
3 (n-6/n-3 PUFA) e estdo presentes na dieta como fonte suplementar,
através do 6leo de peixe e 6leo de linhaca (revisado por CALDER, 2012).
O Omega-3 é composto por &cido graxo a-linolénico, sendo este um
precursor para 0 acido graxo eicosapentaenoico (EPA) e acido graxo
docosahexaenoico (DHA), possuindo propriedades anti-inflamatorias,
regulando a funcdo imune, além de atenuar metabolismo lipidico, com
reducdo das concentracbes de TG plasmatico, bem como reducdo da
sintese e armazenamento de triacilglicerol (CALDER, 2012;
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KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011,
MURRU; BANNI; CARTA, 2013).

Por serem precursores de mediadores lipidicos, como 0s
eico/docosanoides, ou ainda ligantes para fatores de transcri¢do, como o0s
receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs), os acidos
graxos 6mega-3 possuem propriedades que modulam a fisiologia celular,
como incorporacdo de fosfolipidios na membrana, estimulando a
producdo de eicosanoides, bem como promovendo maior sintese de
resolvinas, que possuem propriedades anti-inflamatorias e acdes
regulatérias na transcricdo génica inflamatdria (revisado por CALDER,
2012). Deste modo, os acidos graxos dmega-3, bem como suplementacdo
de dleo de peixe enriquecido com EPA/DHA podem ser recomendados
no tratamento adjuvante da salde cardiovascular, pardmetros como
hipertriacilgliceridemia, aterosclerose, além de possuirem propriedades
anti-inflamatorias, entre outras (BURRI et al., 2012; JUMP et al., 2005).

Redugdes em concentragcbes de LDL-c, colesterol total e TG
plasmaticos, bem como aumento de HDL-c, decorrentes da inibicdo da
sintese de VLDL e TG hepatico, sdo alguns dos efeitos relacionados ao
EPA/DHA apresentando melhora do perfil lipidico (HARRIS et al.,
1990). Ainda, ha diversos estudos acerca dos mecanismos pelos quais o
EPA e DHA atuam sobre a sensibilidade a insulina, visto que os acidos
graxos poli-insaturados atenuam o desenvolvimento de RI, quando
associados a dietas com alto teor de gordura, sacarose ou frutose, entre
outros. Assim, algumas evidéncias baseiam-se nos resultados positivos
acerca da melhora de parametros relacionados a SM, podendo retardar o
desenvolvimento de DM2 (HWANG, 1989).

Em estudo com camundongos C57BL/6J, a suplementacdo de EPA
promoveu melhora na RI induzida pela dieta com alto teor de gordura,
também atenuando pardmetros de esteatose hepatica e aumento de
expressao de proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCP-1) e inibidor do
ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) no tecido adiposo (MURRU;
BANNI; CARTA, 2013). Outro estudo, em ratos Wistar, recebendo dieta
contendo 64% de frutose por 60 dias e apds suplementados
concomitantemente com 2, 5 e 7% de 6leo de peixe na ragdo por mais 30
dias apresentaram alteragbes como reducdo da massa do figado e TG
plasmatico e hepatico com dosagens de 5 e 7% apenas, ndao sendo
observado atenuacao destes paramentos com a suplementagdo de 2% de
6leo de peixe (DE CASTRO et al., 2015). Em outro estudo, ratos tratados
com DEX (0,5mg/kg ip) e suplementados concomitantemente com éleo
de peixe (1g/kg via gavagem) por 15 dias apresentaram atenuacdo no
perfil lipidico (TG, colesterol total e VLDL plasmaticos), no entanto sem



promover alterages no peso corpéreo (BARBOSA et al., 2016). Estes e
outros estudos podem ser observados detalhadamente na Tabela 3, a
sequir.

Tabela 3: Estudos contendo suplementacéo com dleo de peixe e
tratamento com frutose ou GC.

Autor Método Resultados
Soria et al, 2002 Ratos Wistar Reducdo da massa
receberam dieta gordura epididimaria,
contendo sacarose além de reducdo de
62,5% por 90 dias, e diametro de adipdcito
apos recebeu 7% de (isolado), supresséo da
6leo de bacalhau e 1% lipdlise basal e da
de 6leo de milho por lipoproteina lipase, e
mais 30 dias, incluido reducdo de TG
na dieta. plasmatico. Sem
alteragBes no peso
corporeo, ingesta
alimentar.
Mellouk et al, 2011 Ratas Wistar Reducéo da
alimentadas com hiperinsulinemia

frutose (640 g/kg) e plasmatica, concomitante
apos trocada ragdo por | a melhor sensibilidade a

uma contendo 6leo de insulina e redugdo da
salméo (1,6%) por 8 massa de células beta.
semanas
de Castro et al, 2015 Ratos Wistar Reducéo do peso do

recebendo 63% frutose = figado, TG plasmatico e
na racao por 60 dias; hepético, além de redugdo

apos receberam frutose =~ do indice HOMA-IR pela
e suplementagéo com suplementacdo com 5 e

6leo de peixe 7% de 6leo de peixe.
concomitante (2,5 e Além de apresentar maior
7%) na dieta por 30 beta oxidacdo e menor
dias. lipogénese hepatica,

sendo dose-dependente.
A suplementagdo com 2%
de 6leo de peixe na dieta
néo foi eficaz em atenuar
0s parametros causados
pela frutose.

Barbosa, et al 2016 Ratos Wistar Apresentaram aumento de
recebendo DEX (0,5 EPA e DHA heptico,
mg/kg ip) e além de atenuarem TG
suplementados com plasmatico, colesterol

6leo de peixe (1g/kg total e VLDL-c, sem
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via gavagem) por 15 demonstrar alteragdo no
dias, de forma peso corporeo.
concomitante

E reconhecido que os dmega-3 promovem a oxidacdo de é&cidos
graxos no figado e tecido adiposo, em roedores € humanos com redugédo
do coeficiente respiratorio. Sdo reconhecidos também por inibir a
lipogénese hepética, permitindo que ambos os processos alterem o
equilibrio de &cidos graxos direcionando o metabolismo para oxidagéo,
em vez do armazenamento. O EPA e DHA também ativam proteinas
cinases por ativacdo da adenosina monofostato (AMP) como a AMPK no
tecido adiposo podendo também ter um efeito da sua acdo oxidativa
(MAKI etal., 2009; MURRU; BANNI; CARTA, 2013). Ainda, modulam
a secrecdo de adipocinas, promovendo aumento nas concentracfes
plasmaticas de adiponectina em humanos obesos e roedores, podendo ser
um potencial mecanismo pelo qual o dmega-3 melhora a sensibilidade a
insulina (CHAKRAVARTHY et al., 2009).

A obesidade/SM também estd associada com a supressdo do
PPARa, resultando em menor oxidacdo de 4cidos graxos,
desenvolvimento de esteatose hepatica, e consequente RI hepética
(KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011). Os
mecanismos acerca dos efeitos atenuadores do dleo de peixe estdo
resumidos na Figura 3.



Figura 3: Mecanismos atenuadores do EPA e DHA sobre perfil
lipidico e glicémico.

EPA/DHA
PPAR-¢ PPAR-y
Diminuicao do Aumento da Melhora da
TAG e da secrecao oxidagito de sensibilidade a insulina
de VLDL acidos graxos & N
Aumento do l Aumento da captacao
clearance de TAG de glicose

lipidico sanguineo 5
esterificados

I_; Melhora no

controle da glicose

Melhora do perfil I Diminuigao dos
Acidos graxos nao-

Fote: Adaptado de Calder, 2012.

Portanto, os acidos graxos 6mega 3 (EPA e DHA) podem melhorar
a sensibilidade a insulina e promover reducdo da RI em roedores, sendo
relacionado a maior taxa oxidativa destes acidos graxos a nivel hepatico,
musculo esquelético e tecido adiposo, reduzindo assim a lipogénese.
Além destas, também possuem importantes propriedades anti-
inflamatdrias modulatérias sobre o tecido adiposo, bem como inibem
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, e estimulam a secrecdo de
adipocinas (KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA,
2011).

4. REVERSIBILIDADE

Como descrito anteriormente, o uso de modelos experimentais que
se aproximem de um quadro clinico de sindrome metabdlica, através da
utilizacdo de frutose e/ ou GC, é reconhecido, porém ainda ha poucos
estudos acerca da reversibilidade destas alteragdes deletérias sobre o
organismo, podendo  proporcionar novos  conhecimentos e
desenvolvimento de possiveis intervencdes clinicas (GOMEZ-SMITH et
al., 2016).

Apos desenvolver o modelo experimental, com caracteristicas
semelhantes as encontrada na SM em humanos, estudos propdem
identificar se 0 organismo € capaz de promover melhorias ap6s a retirada
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dos tratamentos causadores, proporcionando uma translagdo a pratica
clinica, e a uma constante conscientizacdo acerca dos efeitos nocivos
advindos da SM (GOMEZ-SMITH et al., 2016; ROBERTS et al., 2001).

Estudos contendo uma dieta liquida com Fresubin, composto por
15% de proteina, 30% lipideos e 55% de carboidratos em ratos machos
Wistar com tratamento por 5 meses, resultou em aumento do diametro de
adipocitos, intolerancia a glicose, aumento das concentracdes plasmaticas
de leptina, adiponectina, insulina e peptideo C, bem como aumento da
expressdo de genes para leptina, adiponectina, CD68 e fator nuclear kappa
B. A interrupcdo deste tratamento por 3 meses foi capaz de reverter
parametros alterados advindos da dieta liquida (MIKUSKA et al., 2016).

Em estudo de Gomez et al (2016), utilizando ratos machos
Sprague-Dawley expostos a dieta de cafeteria e sacarose a 12% na agua
de beber por 3 meses, observaram aumento de adiposidade visceral,
hiperinsulinemia, intolerdncia & glicose, hipertriacilgliceridemia, e
menores concentracfes de HDL-c. Ap6s mantidos por periodo de um
més, com dieta padrdo e agua filtrada as alteragdes causadas pelo
tratamento foram revertidas nestes animais (GOMEZ-SMITH et al.,
2016). Ratos machos Wistar expostos a ingestao de frutose a 20% na agua
de beber por 65 dias apresentaram alteracdes semelhantes aos estudos
acima, incluindo menor consumo alimentar sem alteracdo do peso
corpéreo, e RI. Apds retirada do tratamento por apenas 15 dias estes
pardmetros foram revertidos (CANCELAS et al., 2008).

Estudo utilizando dosagens de 100 mg ou 25 pg/mL de
corticosterona na agua de beber de camundongos C57BL/6J por 5
semanas, foram demonstradas as seguintes alteracGes: aumento da
ingestdo alimentar, ganho de peso, especialmente com acumulo de
gordura visceral, dislipidemia, deposicao de gordura ectépica no masculo
esquelético e figado, bem como intolerancia a glicose, menor
sensibilidade periférica a insulina e hipertenséo arterial. Com interrupcéo
do tratamento por 3 semanas, todas as alteracfes descritas acima foram
revertidas (FRANSSON et al., 2013). Rafacho et al (2010), utilizando
ratos Wistar, com inje¢do intraperitoneal de DEX (1 mg/kg de peso) por
5 dias consecutivos mostraram as mesmas alteragdes demonstradas no
estudo acima citados. No entanto, ap6s 10 dias da interrupcdo do
tratamento, estes animais apresentaram reducdo em todos parametros
alterados pela administracdo de dexametasona (RAFACHO et al., 2010).

Através destes estudos, pode-se salientar a importancia em
desvendar os mecanismos exatos pelos quais os diversos tratamentos
propostos levam as alteragbes metabdlicas e principalmente se estas



podem ser revertidas ou atenuadas espontaneamente pelo organismo,
podendo tornar-se uma ferramenta Util na pratica clinica.

5. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a combinacdo de uma dieta hipercalérica e
sedentarismo, além de fatores genéticos e epigenéticos, resultam em um
guadro de sobrepeso e obesidade, que pode resultar em desenvolvimento
de SM ou DM2 (TENENBAUM et al., 2007). Dentre as mudancas
nutricionais apresentadas atualmente, destaca-se o aumento no consumo
de alimentos industrializados e com alto teor de frutose, encontrado
facilmente em refrigerantes ou bebidas adogadas.

A porcentagem de criancas e adolescentes com sobrepeso e obesos
aumentou em quase 50% nas Ultimas duas décadas, onde
aproximadamente cerca de 40% das criangas com sobrepeso atualmente
continuardo a aumentar de peso durante a adolescéncia e cerca de 75-80%
dos adolescentes obesos se tornaram adultos com elevado grau de
obesidade (LIFSHITZ, F., 2008). Ainda, pesquisas mostram que
aproximadamente 60% da populacdo brasileira em geral apresenta
alteracdes deletérias decorrentes da SM (VIDIGAL et al., 2013; SILVA
etal., 2011; NG et al., 2014). Paralelo ao consumo precoce de alimentos
com alta densidade energética, o uso de farmacos GCs pode ser um fator
que requer atencdo, uma vez que sua prescricdo pode iniciar
precocemente na populagdo. Os GCs apresentam ag&o terapéutica para o
tratamento de doencas com base inflamatdria e estimou-se que cerca de
10 milhdes de prescrigdes novas de GC foram feitas nos EUA no ano de
2002 (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002). Em um estudo
realizado na Inglaterra, com individuos acima de 18 anos, foi
demonstrado que cerca de 1,6 milhdes de prescri¢fes foram emitidas, para
cerca de 244 mil usudrios de tratamentos orais com GC, representando
cerca de 0,9% da populagdo adulta (VAN STAA et al., 2000).

Considerando a alta prevaléncia das bebidas adogadas nas dietas
ocidentais e a interacdo de padrdo alimentar com terapias baseadas em
GCs, buscamos propor um novo modelo experimental, avaliando os
efeitos combinados de ambos tratamentos ja reconhecidos por induzirem
a SM quando administrados separadamente (ALZAMENDI et al., 2012a;
ANDRE et al., 2009; SHELUDIAKOVA; ROONEY; BOAKES, 2012b),
com o intuito de obter um modelo experimental de DM2, baseado na
presenca de hiperglicemia persistente. Ainda buscamos avaliar o impacto
que teria & suplementacdo com o 6leo de peixe ou da retirada destas
substancias (frutose e GC) da &gua.
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Nossa hipétese inicial é que a administragdo conjunta dos
tratamentos promova um fenétipo de DM2 e que a suplementacdo com
6leo de peixe e a retirada dos insultos impacte positivamente sobre os
parametros metabdlicos alterados nesse modelo experimental.

6. OBJETIVOS
6.1 GERAL

Avaliar os efeitos da administracdo combinada de frutose e
prednisolona na agua de beber no periodo de 90 dias, em ratos machos
Wistar, sobre pardmetros metabolicos do animal e morfofuncionais de
orgdos relacionadas a homeostase glicémica e lipidica, bem como o
impacto atenuador da suplementacdo com 6leo de peixe. Ainda, avaliar a
capacidade de reversdo ou manutencao das eventuais alteracbes causadas
pela frutose e prednisolona apés 90 dias da interrup¢do dos tratamentos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- avaliacdo de parametros murinométricos para caracterizacdo do
modelo experimental, como peso corpdreo e ingesta alimentar e hidrica;

- avaliacdo de pardmetros plasmaticos relacionados & homeostase
glicémica e lipidica, como glicemia e insulinemia em jejum, perfil
lipidico, uricemia, entre outros;

- avaliacdo da responsividade lipolitica do tecido adiposo epididimario
e retroperitoneal ao estimulo beta-adrenérgico;

- avaliacdo do contetido de gordura e glicogénio hepatico;

- avaliacdo de pardmetros morfoldgicos e estruturais como massa
absoluta e relativa de érgaos metabolicos

- avaliacdo e quantificacdo de parametros morfométricos no tecido
pancredtico (massa de células ), adiposo (area, perimetro e didmetro de
adipocitos) e hepatico (distribuicdo de gordura intracelular);

7. MATERIAS E METODOS
7.1 ANIMAIS:
Foram utilizados 80 ratos machos da linhagem Wistar provenientes

do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, alocados em 5 animais



por gaiola, ambiente com temperatura controlada (21 + 2°C) e ciclo de
iluminacdo claro-escuro de 12 horas (6:00 — 18:00 luz acesa), alimentados
com racdo comercial padrdo (Nuvilab®, Nuvital) e agua filtrada ad
libitum acrescida de tratamento especifico para cada grupo. As
metodologias empregadas in vivo neste projeto foram aprovadas pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSC com protocolo de n°
PP00782.

7.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os ratos foram alojados e aclimatados no biotério setorial até
atingirem 40 dias de vida, com n amostral de 10-15 por grupo, quando
entdo foi iniciado os tratamentos como segue:

1) grupo controle (CTL, n=10) — os animais receberam agua
potével (filtrada) ad libitum;

2) grupo frutose (FRU, n=10) — os animais receberam agua
potavel (filtrada) acrescida de 20% frutose (w/v) (Synth, Diadema, SP,
Brasil) ad libitum a partir do 40° dia de vida e seguido pelos préximos 90
dias (130° dia de vida). A escolha da concentragdo de frutose foi baseada
na densidade cal6rica da frutose e descrito previamente (MAMIKUTTY
etal., 2014a; NOVAK et al., 2015). A introducdo da frutose foi realizada
de forma escalonada, evitando a sobrecarga hepatica aguda, iniciando
com 4% (1°, 2° e 3° dias) e seguir com 8% (4°, 5° e 6° dias), 12% (7° e 8°
dias), 16% (9° e 10° dias) e a partir dai seguimos com 20% de solucdo de
frutose.

3) grupo prednisolona (PRED, n=10) — os animais receberam
agua potavel (filtrada) acrescida de 12ug/mL prednisolona (Prelone®
Aché, Campinas, SP, Brasil; 0,4Kcal/mL) ad libitum a partir do 40° dia
de vida e seguira pelos proximos 90 dias (130° dia de vida). A escolha da
concentracdo de prednisolona foi baseada em trabalhos prévios
(Karatsoreos et al. 2012; Fransson et al. 2013) e em estudos pilotos (ndo
apresentados) realizados pelo nosso laboratério. A introducdo da
prednisolona foi realizada de forma escalonada para evitar sobrecarga
hepatica aguda. Inicinado com 2 pg/mL (1°, 2° e 3° dias) e seguir com 4
pg/mL (4°, 5° e 6° dias), 6 pg/mL (7° e 8° dias), 8 ug/mL (9° e 10° dias) e
a partir dai seguindo com 12 pg/mL de solugdo de prednisolona;

4) grupo frutose + prednisolona (FP, n=15) — os animais
receberam, concomitantemente, 0s mesmos tratamentos dos grupos FRU
e PRED;

5) grupo FP + dleo de peixe (FPO, n=15) — os animais foram
tratados como no grupo FP. A suplementagdo com o Gleo de peixe (1 g/kg
peso corpdreo) (Yamazaki et al. 2011) foi realizada por via intragastrica
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(gavagem), e se deu ap0s 45 dias do inicio do tratamento com FP, sendo
portanto, a partir do 85° dia de vida e seguida por 45 dias. A
suplementacdo ocorreu uma vez ao dia, entre 8:00 e 9:00, ao longo dos 7
dias da semana.

6) Grupo 6leo de peixe (OP, n=10) — os animais receberam agua
potavel filtrada normalmente como no grupo C ao longo de todo periodo
experimental. Foram suplementados com 6leo de peixe nos mesmos
moldes do grupo FPO.

7) grupo FP + reversibilidade (REV, n=10) — ap6s os 90 dias de
tratamento com solucdo de frutose e prednisolona um grupo de animais
FP foi mantido com &gua potavel (sem frutose e prednisolona) e ragéo
padrdo, pelos proximos 90 dias. Apos estes animais foram eutanasiados e
0 sangue e tecidos coletados para analises.

Os grupos CTL, FRU, PRED, FP e REV receberam suplementacéo
de dleo mineral (1g/kg peso, via gavagem) ao longo dos 7 dias da semana,
a partir do 45° dia de vida até 0 90° dia e nenhum sinal de diarreia ou fezes
amolecidas foram notadas.

Na Tabela 4 a seguir pode ser observado a composicao de acidos
graxos presentes no 6leo de peixe comercial (NatueBounty®),
determinada por meio de HPLC (cromatografia liquida de alta
performance).

Tabela 4: percentual de &cidos graxos nas hemacias presente no 6leo de
peixe.

Acidos Graxos %
EPA 25,15
DHA 18,26
Miristico 10,54
Palmitoléico 11,87
Linoléico 2,79
Palmitico 16,75
Oleico 10,56
Estearico 3,88

Na presente dissertacdo, os resultados estdo apresentados em 3
médulos distintos, onde no moédulo 1 temos os resultados de
caracterizacdo do modelo experimental, composto pelos grupos: controle
(CTL), grupo frutose (FRU), prednisolona (PRED), e
frutose+prednisolona (FP), como demonstrado no esquema abaixo (1).



1) Esquema resultados Maédulo 1

Escalonamento

.......... FRU e PRED
: I& ‘;\ ‘

21 dias 40 dias ec;\ Q‘é«i\ 130 dias
Inicio TTO Final TTO
CTL FRU PRED FP Eutanasia

Agua Frutose Prednisolona FRU + PRED

potavel. 20% na 12pg/mL na na agua.
agua. agua.

Parametros murinométricos e metabolicos

Ragao padrio ad libitum para todos os grupos Parémetros bioquimicos e morfométricos

A avaliacdo da suplementacdo com 6leo de peixe, esta apresentada
no médulo 2, representada pelos grupos: 6leo de peixe (OP), e grupo FP
+ suplementacdo com 6leo de peixe (FPO), além de incluir os grupos CTL
e FP, como demonstrado no esquema 2 abaixo:

2) Esquema de resultados Modulo 2

Escalonamento
FRU ¢ PRED
—[ 85 dias |« ‘ ‘
21dias 40 dias & RAFS S,
- Inicio TTO o Wee lsodiss
Aclimatagao Final TTO
CTL * orP FP * FPO Tutanasia
Agua Agua FRU + PRED FP+ OP
L
potavel. potavel. na agua. na agua.
Parametros murinométricos e metabolicos
Oleo de peixe (1g/kg peso corporeo) via gavagem
* Oleo mineral (1g/kg peso corpéreo) via gavagem Pardmetros bioquimicos e morfométricos

Ragho padrio ad fibirum para (odos os grupos

Os dados do grupo reversibilidade (REV), caracterizando o efeito
da retirada do insulto ao longo dos 90 dias, encontram-se no modulo 3,
como demonstrado pelo esquema 3 abaixo:

3) Esquema de resultados Médulo 3
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Escalonamento
FRU ¢ PRED

21 dias 40 dias 220 dias
Inicio TTO Final TTO Final TTO
T Eutanisia
i FP REV Eutanisia REV
——  FRU+PRED FP Agua
filtrada.

na agua. na agua.

| l tucos

Parametros bioquimicos e morfométricos
Ragio padrdo ad libitum para todos 0s grupos

7.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS MURINOMETRICOS

Peso corpdreo: foi realizada determinacdo do peso corpéreo
semanalmente a partir do 40° dia de vida até 0 momento da eutanasia em
balanca eletrénica digital (TECNAL, Campinas, SP, Brazil).

Ingestdo alimentar e hidrica: foi verificada uma vez por semana
até 0o momento da eutandsia. Foi mensurada pela pesagem da racéo
remanescente (ndo ingerida) e/ou 4gua remanescente, descontada do total
daquela depositada no dia anterior. A diferenca representou a quantidade
ingerida por gaiola diariamente. A quantidade média de ragdo/agua
ingerida por animal foi obtida através da divisdo da massa total de
racdo/agua ingerida por gaiola pelo nimero de animais por caixa. Os
resultados foram expressos em gramas/mL ingeridos por quilo de peso
corpdreo para se obter a normalizagdo deste parametro.

Ingestdo caldrica: foi determinada pela quantidade de racdo ou
agua ingeridos somado as kcal atribuidas a frutose, prednisolona e 6leo
de peixe, para 0s respectivos grupos que tiverem tratamentos com o0s
mesmos.

7.4 DETERMINACAO DE PARAMETROS METABOLICOS

Glicose sanguinea, insulina, triacilglicerol plasmaticos e acido
Urico: A glicemia e TG foram quantificadas de 10 em 10 dias apés 12h
de jejum e imediatamente antes da eutanasia, através do sistema de fitas
(monitor digital) “Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir de
gota de sangue obtida da ponta da cauda. Para determinagdo do TG foi
coletado 80 pl de sangue, obtidos da ponta da cauda previamente
anestesiada por uso topico de lidocaina 5%, e conduzidos a centrifuga



refrigerada para centrifugagdo 600 x g por 10 min e o plasma armazenado
a -80°C para posterior quantificacdo por espectrofotometria, de acordo
com instrucGes dos fabricantes e com detalhes previamente publicados
(Rafacho et al. 2008; 2009). A insulinemia e &cido Urico foram
determinadas apenas no dia da eutandsia, sendo obtida do plasma oriundo
do sangue coletado a partir do tronco (pés-decaptacdo) pelo sistema
AlphaLisa® - microesferas — Enspire® Perkin Elmer de acordo com
instrucdes dos fabricantes.

Glicogénio e Gordura Hepéticos: Para quantificacdo do
glicogénio hepatico aproximadamente 300 a 500 mg do tecido foi
digerido em solugdo de KOH 30% em tubos de ensaio em banho maria
fervente por 1 h. Em seguida, acrescido Na;SO4 e etanol. O material foi
homogeneizado e conduzido ao banho-maria novamente por 15s. Apés
centrifugacdo, o0 sobrenadante, contendo lipides saponificados,
aminoacidos, etc foi descartado e o “pellet” ressuspendido em agua
destilada quente. Com adicdo de etanol em seguida, e apds um novo
aquecimento rapido em banho maria 0 material foi entdo centrifugado.
Apos diluicdo do precipitado em H,0 destilada, o contetido de glicogénio
foi quantificado por espectrofotometria em reagdo com reagente fenol (Lo
et al., 1970). Para quantificacdo da gordura hepatica aproximadamente
100 mg de figado foi homogeneizado (UltraTurrax, IKA®) em 700 pl de
NaCl 1M seguido pela adi¢éo de 7,5 ml de solugdo metanol/cloroférmio
(1:2, viv). Ap6s centrifugacdo, foi feita coleta da fase metanolica (contém
os lipides) e seguida pela secagem por meio de Nz gasoso. Apos, foi
realizada suspensdo em 500 pl de solugdo Triton X100/metanol (2:1) e
dosagem do triacilglicerol por espectrofotometria, de acordo com
instrucdes dos fabricantes e com detalhes previamente publicados
(Rafacho et al. 2007; 2008a; 2009).

Teste de tolerancia a glicose oral (0GTT): Foi realizado a 2
semanas antes da eutanasia em animais jejuados (12h) e conscientes. Os
animais tiveram a extremidade da cauda seccionada para a coleta de 2
gotas de sangue. A primeira gota foi descartada e a segunda utilizada para
determinacdo da glicemia no tempo 0. Imediatamente apos foi
administrada solucdo de glicose 50% (2 g/kg de peso corpdreo, 0.9.) €
coletadas amostras de sangue da cauda dos ratos aos 30, 60 e 120 min
para determinacéo das concentracGes de glicose sanguinea como descrito
no processo de quantificacdo para glicose sanguinea (Rafacho et al. 2007;
2008a; 2009).

Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT): Foi
realizado a 1 semana antes da eutandsia em metade do ‘n’ experimental
em animais alimentados, onde os animais tiveram a extremidade da cauda
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seccionada para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota foi
descartada e a segunda utilizada para determinacéo da glicemia no tempo
0. Em seguida, receberam injecdo intraperitoneal de insulina humana
recombinante (Biohulin®) equivalente a 1 unidade/kg de peso corpéreo.
Amostras de sangue foram coletadas para dosagem da concentracdo de
glicose sanguinea nos tempos 10, 20, 30 e 40 min. A constante de
decaimento de glicose (Kir7) foi calculada a partir do “slope” da linha de
regressdo obtida com valores de glicose log-transformados entre 0 e
45min (Rafacho et al. 2007; 2008a).

Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal (ipPTT): foi
realizado 5 dias antes da eutanasia em metade do ‘n’ experimental em
animais jejuados (12h). A determinacdo da glicemia no tempo 0 foi
realizada como descrito no oGTT. Em seguida, receberam uma injecao
intraperitoneal com solucéo de piruvato de sodio pH 7.4 (Sigma) (250
mg/mL) equivalente a 1,259 /kg de peso corpéreo. Amostras de sangue
foram entdo coletadas para dosagem das concentragbes de glicose
sanguinea nos tempos 30, 60, 120 e 150 min (Ferreira et al. 2012).

Lipolise do tecido adiposo: No dia da eutanasia, fragmentos da
gordura epididimaria e retroperitoneal de cada grupo experimental foram
coletados para determinacdo da lip6lise estimulada por isoproterenol
(Sigma). Para tal, fragmentos do tecido adiposo (100 mg) foram
incubados em solucdo de Krebs (pH 7.4), gaseado com mistura
carbogénica contendo 5% CO2, 95% O2 e suplementado com 1% de
albumina sérica bovina pelo periodo de 60 minutos a 37°C na presenca
ou auséncia de 20 pmol/l isoproterenol sob agitagdo constante. Ao final
da incubagdo, amostras do meio foram coletadas e mantidas em gelo. A
determinacdo do glicerol foi realizada pelo ensaio colorimétrico
enzimatico de acordo com Bucolo & David (1973).

Composicdo de acidos graxos em hemacias: para avaliar a
incorporacao dos acidos graxos nas hemacias, o perfil de &cidos graxos
plasmaticos foi determinado por cromatografia liquida de alta
performance (do inglés - High Performance/Pressure Liquide
Chromatography - HPLC), segundo Nishiyama-Naruke et al., (1998).
Para extracdo lipidica de hemécias, foi utilizada uma adaptacdo da
metodologia descrita por Folch et al (1957). Para saponificacdo dos
extratos lipidicos os extratos lipidicos, obtidos foram ressuspensos em
100 pl de metanol e saponificados com 2,0 mL de uma solugao alcalina
em metanol (hidroxido de sddio 1M em metanol a 90%), a 37 °C por 2
horas, em banho-maria sob agitagdo (NISHIYAMA-NARUKE et al,
1998). A solucéo alcalina foi entdo acidificada até aproximadamente pH



3,0, com &cido cloridrico 1 M. Os é&cidos graxos em solu¢do foram
extraidos 3 vezes com 3,0 mL de hexano, sendo posteriormente o solvente
evaporado em nitrogénio gasoso e seguido a derivatizacdo com BMMC
(Bromo metil metoxi coumirin). A derivatizacdo dos &acidos graxos
ocorreu pela reacdo baseada no método descrito por Abushufa, Reed e
Weinkove (1994). Apo6s derivatizacdo, pequenas aliquotas desta solucéo
foram injetadas em um sistema HPLC, separados em coluna analitica de
fase reversa: Sigma®- MV-C8 4,6 mm i.d.x 25 cm com particulas de 5
um (Supelco®), A analise cromatografica foi efetuada com um moédulo
de separacdo Waters Alliance 2695 composto por uma bomba
quaternaria, desgaseificador, detector amperométrico eletroquimica
(Waters, Milford, MA, EUA). Foram injetados 1,6 pL dos derivados
diluidos, que foram eluidos isocraticamente através do gradiente binario
de acetonitrila e 4gua (70-30%) em 80 minutos de corrida em temperatura
de 15°C. Os compostos foram detectados fluorimetricamente pelo
detector de fluorescéncia (2475 multi fluorescence detector - waters), com
excitacdo a 325 nm e emissdo a 398 nm e os dados registrados e
integrados pelo software Empower Pro Version 2.0. Os dados foram
expressos em porcentagem, e utilizados para a curva padrdo um pool de
acidos graxos na concentragdo de 40 pg/ml (ecosapentaendico,
docosahexaendico, miristico, araquiddnico, palmitoléico, linoléico,
palmitico, oléico e estearico).

Massa absoluta e relativa de tecidos/6rgéos: apds coleta de
sangue o0s Orgdos de interesse (gordura epididimaria, gordura
retroperitoneal, gordura omental, gordura marrom, figado, rins, bago,
adrenal e péancreas foram cuidadosamente removidos e pesados em
balanca eletronica analitica digital (TECNAL).

7.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS MORFOMETRICOS

2Para analise de parametros morfométricos foi utilizado n amostral
completo dos grupos, como ja mencionado acima, com uma amostra de
seccao por animal para cada tecido.

Massa de células B: Para o estudo de aspectos morfolégicos e a
mensuragdo da massa das células B, foi coletado pancreas de cada grupo
experimental, sendo os linfonodos e o tecido adiposo removidos para
posterior pesagem do 6rgdo. A porcdo esplénica do pancreas foi
selecionada e em seguida o fragmento foi fixado por imersdo em
formalina 10% tamponada pelo periodo de 24h em temperatura ambiente,
apos sendo desidratados e embebidos em parafina. Duas sec¢fes no maior
plano do fragmento (4um) foram obtidas em micrétomo rotativo e
aderidas em laminas sinalizadas individuais. Uma seccéo foi armazenada
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e outra imunocorada com insulina para realizagéo de analise morfoldgica
e estereoldgica (Rafacho et al. 2008b; 2009). A distribuicdo celular da
insulina foi detectada utilizando-se 0 método padrdo de imunoperoxidase
indireta. Apos, as seccles foram contra coradas com Hematoxilina de
Harris e montadas para observacdo microscdpica e obtencdo de imagens
(Rafacho et al. 2009; 2010b; 2011). As imagens obtidas pelo equipamento
digitalizador de laminas automatico AxioScan (ZEISS, Oberkochen,
Alemanha), e a determinacdo da area total do pancreas, bem como area
total para imunomarcacdo de insulina nas ilhotas relativo & porcéo
esplénica analisada, foi realizado pelo software ZenLite (Blue edition,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha)

Para determinagdo da massa relativa de células beta foi utilizado
percentual de células beta por area analisada multiplicando-se pela massa
total do péancreas, sendo em seguida normalizada pelo peso de cada
animal, resultando na massa de células f em mg/100g de peso corpéreo.
As fotos representativas foram obtidas em microscépio invertido
Olympus IX-83.

Determinacdo da distribui¢do intracelular de lipideos
hepaticos: fragmentos de figado (lobo caudado) foram coletados no dia
da eutanasia e alocados em cassetes histologicos, sendo fixados em
paraformaldeido 4%, por 48 h a 4°C para posterior processamento. Cortes
histologicos de 5 um do figado de cada grupo experimental foram obtidas
em micrétomo rotativo e aderidas em laminas de vidro. Em seguida,
foram coradas com Hematoxilina e Eosina para posterior quantificacéo
do score de esteatose hepatica como descrito a seguir. Foram definidos 2
padrBes de goticulas lipidicas (macro goticulas e micro goticulas). A
contagem foi realizada pelo método de estereologia convencional
aplicando-se uma ocular com reticulo de 100 pontos (intersec¢do de 10
linhas horizontais por 10 linhas verticais) e cada campo (em aumento de
200x) contemplando toda a area de uma seccdo (média de 200 campos
por grupo) foi analisado. Os pontos incididos sobre macro e micro
goticulas foram divididos pelo nimero total de pontos incididos sobre a
seccdo e multiplicado por 100 para se obter o dado em % por area de
sec¢do. As andlises foram realizadas pelo microscopio Olympus BX-43 e
as fotos representativas foram obtidas em microscépio invertido Olympus
IX-83 (BRUNT et al., 1999; KLEINER et al., 2005).

Morfometria de tecido adiposo: fragmentos de tecido adiposo
epididimario (lado direito) foram coletados no dia da eutanasia e fixados
em paraformaldeido 4% por 48h, a 4°C, para posterior processamento. Os
cortes histologicos foram realizados em micrétomo rotativo (5 um) e
aderidos em laminas de vidro, para posterior coloragdo com Hematoxilina
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e eosina. As imagens foram obtidas pelo digitalizador de laminas
automatico AxioScan (ZEISS, Oberkochen, Alemanha), e quantificados
os valores de area, perimetro e didmetro de adipdcitos de cerca de 300-
500 células por animal com o uso do software ZenLite (Blue edition,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha). As fotos representativas foram obtidas
em microscépio invertido Olympus 1X-83.

7.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram compilados em banco de dados no programa
Microsoft Office Excel 2007. A andlise estatistica dos dados foi realizada
pelo programa estatistico Grapgpadprism v.5.01 (Graphpah Inc.; La Jolla,
USA). Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média
(EPM). Para dados continuos que apresentaram distribuicdo normal, foi
aplicada analise de variancia de 1 via (one-way ANOVA) seguido de post
test Tukey, ou utilizado ANOVA para medidas repetidas para analises do
grupo REV quando necessario. Para dados continuos que ndo
apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado Kruskal-Wallis ANOVA
seguido do post test Dunn sendo apresentados como mediana e intervalo
interquartil. Foi utilizado teste t de Student quando necessario, sendo
dependente (pareado) ou independente (ndo pareado). O nivel de
significancia adotado foi de p < 0,05.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHMO_pt-BRBR576BR576&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjWzcS4mo3OAhXBD5AKHS9qCdcQmxMInAEoATAT
https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHMO_pt-BRBR576BR576&q=Oberkochen+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEwutChWAjNNTTPMy7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDPh5lcRAAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjWzcS4mo3OAhXBD5AKHS9qCdcQmxMInAEoATAT
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8. RESULTADOS MOPULO 1
8.1 CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

Para caracterizacdo do modelo experimental, como um potencial
modelo para desenvolvimento de SM, foram utilizados 4 grupos
experimentais, sendo eles: CTL, FRU, PRED e FP, onde estes resultados
serdo apresentados separadamente neste primeiro médulo, observando
principalmente o efeito dos tratamentos combinados de frutose e
prednisolona.

8.1.1 Animais tratados com FP apresentaram maior ingestdo
hidrica e menor consumo alimentar durante o tratamento, com
aumento transitério no consumo caldrico.

Os animais que receberam FP na agua de beber apresentaram
maior consumo hidrico quando comparados aos grupos CTL e PRED nas
semanas 2, 6, 8 e 9, enquanto nas semanas 1,3,5,7,10,11 e 12 comparados
com os demais grupos (CTL, FRU e PRED) (Fig. 4A). Para este
parametros observamos que os valores iniciais (semana 0) encontram-se
aumentados mesmo sem a adigdo do tratamento, podendo ser considerado
fatores como microbiota individual do animal, nimero de animais por
gaiola, ou outros fatores individuais decorrentes a este aumento.

Ainda, estes animais apresentaram uma redugdo no consumo
alimentar quando comparado com os grupos CTL, FRU e PRED na 22
semana, mantendo seus valores reduzidos da 3% semana até o final do
tratamento quando comparados com o grupo CTL e PRED apenas (Fig.
4B). Com relacdo ao consumo cal6rico, podemos observar que 0s animais
tratados com FP apresentaram aumento dos seus valores na 2% semana
guando comparado com os grupos CTL e PRED, e na 3% semana com
relacdo ao grupo FRU apenas, sendo normalizada ao longo do tratamento
(Fig. 4C).
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Figura 4: Ingestdo hidrica é aumentada nos animais tratados com FP e
ingestdo alimentar é reduzida, com alteragdo transitéria no consumo
calorico. Dados sdo média £ EPM ou mediana e intervalo interquartil. ($) indica
diferenca significativa com rela¢do ao grupo CTL; (&) indica diferenga com
relacdo do grupo FP vs F (#) indica diferenca significativa do grupo FP vs CTL e
PRED; (*) indica diferenca significativa do grupo FP vs CTL, FRU e PRED.
Teste one-way ANOVA seguido de post test de Tukey (semanas 1,2,3,5,6,7,10,11
e 12 para ingestdo hidrica; todos os pontos para ingestdo alimentar; semanas
0,2,4,5,6,7,9,10,11 e 12 para ingestdo caldrica) ou teste de Kruskal-Wallis
seguido de post test de Dunns (semanas 0, 4, 8 e 9 para ingestao hidrica; semanas
1,3 e 8 para ingestdo caldrica), p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10; PRED: n 10 e FP:
n13.
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8.1.2 Tratamento com FP resulta em reducéo significativa do
peso corpoéreo ao longo do tratamento.

Observamos uma redugdo do peso corpéreo dos animais que
receberam tratamento concomitante quando comparados ao grupo FRU
na 1% semana de tratamento (FP=201,3+5,6 g vs. FRU=224,4485 g,
p=0,04), mantendo esta reducdo de peso significativa da 3% semana com
relacdo ao grupo CTL e FRU (FP=236,7 £7,2gvs CTL=279,2+5,7ge
FRU=287,4 +£9,1 g, p<0,0001) sendo observada até o final do tratamento
(FP=330,4+ 10 g; CTL=414,6 + 11,4 g; FRU= 440 + 14,4 g, p<0,0001).
Além disso, os animais que receberam apenas PRED apresentaram
reducdo de peso significativa quando comparado com o grupo CTL,
sendo observado da 4% (PRED= 267,6 + 6,2 g vs CTL= 305,8 + 6,2 g,
p<0,0001) a 122 semana de tratamento (PRED= 350,8 £ 12 g vs CTL=
414,6 + 11,4 g, p<0,0001) demonstrando que a reducéo do peso corporeo
dos animais que receberam frutose e prednisolona pode ser
predominantemente pelo efeito da prednisolona (Fig. 5).
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Figura 5: Tratamento com FP resulta em reducéo do peso corpdreo ao longo
do tratamento. Dados sdo média £ EPM. (a) indica diferenca significativa do
grupo FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo FP vs FRU; (c)
indica diferenga significativa do grupo FP vs PRED. Teste one-way ANOVA
seguido de post test de Tukey, p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10; PRED: n 10 e FP:
n13.

8.1.3 Tratamento concomitante promove alteragdes
transitdrias na glicemia de jejum e hipertriacilgliceridemia ao longo
do tratamento.

Os animais que receberam tratamento concomitante de FP néo
apresentaram alteracfes das concentracbes de glicose plasmaticas,
guando comparado com o grupo CTL ao longo do tratamento, no entanto,
apresentaram reducéo significativa quando comparadas com o grupo FRU
observadas na 22 quinzena (FP= 93 + 1,9 mg/dL vs FRU= 103,8 + 2,5
mg/dL, p=0,0017), 32 (FP=93,6 + 2,2 mg/dL vs FRU=106,4 + 3,2 mg/dL,
p=0,0214) e 42 quinzena (FP= 88,2 + 1,2 mg/dL vs FRU=992 +29
mg/dL, p=0,0003), sendo normalizada ao final do tratamento (FP= 91,8
+ 1,4 mg/dL vs FRU=91,2 + 1,8 mg/dL, p=0,2788) (Fig. 6A). Podemos
observar no célculo da &rea abaixo da curva que o tratamento,
predominantemente pelo efeito da prednisolona, impede o aumento
induzido pela frutose, uma vez que o grupo FP apresenta reducédo da area
abaixo da curva quando comparado com o grupo FRU (FP= 87,4 + 6,2
mg/dL/dia; FRU=148,1 + 7,5 mg/dL/dia, p<0,0001) (Fig. 6B).

Ainda, o tratamento concomitante resultou em aumento nas
concentracdes de triacilglicerol plasmatico quando comparados com 0s
grupos CTL e PRED na 22,3242 e 62 quinzena, apresentando uma razéo de
aumento de 45% e 41%; 56%; 28% e 27%; 65 e 90% respectivamente.
No entanto, na 5% quinzena 0s animais apresentaram aumento
significativo apenas com rela¢do ao grupo PRED (39%), e na 72 quinzena
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apenas quanto ao grupo CTL (29%) (Fig. 6C), podendo ser observado o
efeito predominantemente da frutose neste parametro, uma vez que 0s
animais do grupo PRED ndo apresentaram hipertriacilgliceridemia ao
longo do tratamento. O grupo FP apresentou maior area no céalculo de area
abaixo da curva para triacilglicerol quando comparado com o grupo CTL
(Fig. 6D).
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Figura 6: Tratamento com FP promove alteragdes transitorias na
concentracdo plasmatica de glicose e hipertriacilgliceridemia. Dados séo
média £+ EPM ou mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferenga
significativa do grupo FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo FP
vs FRU; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs PRED. Teste one-way
ANOVA seguido de post test de Tukey (Fig. 6A, B e C) ou teste de Kruskal-
Wallis seguido de post test de Dunns (Fig. 6D), p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10;
PRED: n10e FP: n 13.

8.1.4 Tratamento concomitante de frutose e prednisolona deixa
animais mais sensiveis a glicose, porém promove reducdo da
sensibilidade a insulina, sem alteracdo no teste de tolerancia ao
piruvato.

Afim de verificar se o tratamento concomitante altera a tolerancia
a glicose e sensibilidade periférica a insulina, foram realizados testes de



tolerancia a glicose, a insulina e ao piruvato. Na figura 7A e 7B, podemos
observar que o grupo FP apresentou reducdo da glicemia no teste
tolerancia a glicose apds a sobrecarga com glicose, sendo observado uma
diferenca significativa no tempo 30 min com relagédo ao grupo CTL (FP=
145,3 £ 7,5 mg/dL e CTL=170,9 £ 5,3 mg/dL), e no tempo 60 min com
relacdo aos grupos FRU e PRED (FP=129,7 + 3,7 mg/dL; FRU= 168,3
+ 4,2 mg/dL; PRED= 151,8 + 7,7 mg/dL). Porém, no céalculo da area
abaixo da curva da glicose, o grupo FP apresentou reducédo da area apenas
guando comparado com os grupos CTL e FRU (FP=3,634 + 352,1 mg/dL"
1.120mint; CTL= 5,596 + 430,2 mg/dL1.120min"!; FRU= 5,346 +431,8
mg/dL1.120min?) (Fig. 7A e 7B).

Além disso, os animais tratados com frutose e prednisolona
apresentam maiores concentragdes de glicose plasmatica no teste de
sensibilidade a insulina, quando comparados com o grupo CTL e FRU no
tempo 40 min (FP=72,5 £ 2,8 mg/dL; CTL=58,7 + 3 mg/dL; FRU= 58,6
mg/dL + 3 mg/dL), também sendo observado reducdo no calculo da
constante de decaimento da glicose, indicando reducéo da sensibilidade a
insulina (FP = 0,88 + 0,09 %min; CTL=1,37 + 0,12 %min; FRU=1,32
+ 0,08 %min?t), sendo este efeito induzido predominantemente pelo
tratamento com prednislona, uma vez que o grupo PRED isoladamente
também apresentou esta redugdo quando comparado com o grupo CTL
(Fig. 7C e 7D). Quando observado o teste de tolerancia ao piruvato, o
tratamento concomitante ndo resulta em alteracGes nesse parametro, e
nem modificagBes no calculo de area sobre a curva (Fig. 7E e 7F).
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Figura 7: Tratamento com FP promoveu melhora transitéria da tolerancia
a glicose, com reducdo da sensibilidade & insulina, sem alteragdo no teste de
tolerancia ao piruvato. Dados sdo media + EPM. (a) indica diferenca
significativa do grupo FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo FP
vs FRU; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs PRED. Teste one-way
ANOVA seguido de post test de Tukey, p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10; PRED:
n1l0eFP:n13.

8.1.5 Tratamento crbnico concomitante resulta em
hiperinsulinemia e hiperuricemia plasmatica.

Foram analisadas, apenas no dia da eutanasia, as concentragdes de
insulina plasmatica de jejum, sendo observado hiperinsulinemia nos
grupos PRED e FP quando comparado ao grupo CTL, sendo CTL= 62,9
(49,4;84 pg/mL); PRED= 260,7 (132,8;326,8 pg/mL) e FP= 2847
(218,8;381,6 pg/mL), demonstrando o efeito predominantemente da
prednisolona neste parametro (Fig. 8A), Ainda, o tratamento com FP
resultou em hiperurecemia, quantificadas apenas no dia da eutanésia,
quando comparados com 0s demais grupos, sendo FP= 1,21 + 0,07
mg/dL; CTL= 0,54 £+ 0,07 mg/dL; FRU= 0,80 + 0,12 mg/dL e PRED=
0,64 + 0,09 mg/dL, demonstrando o efeito deletério do tratamento
combinado (Fig. 8B).
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Figura 8: Tratamento com FP promove hiperinsulinemia e hiperuricemia
plasmaticas ao final do tratamento. Dados sdo média £+ EPM ou mediana e
intervalo interquartil. (a) indica diferenca significativa do grupo FP vs CTL; (b)
indica diferenca significativa do grupo FP vs FRU; (c) indica diferenca
significativa do grupo FP vs PRED. Teste one-way ANOVA seguido de post test
de Tukey (Fig. 8B) ou teste de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns (Fig.
8A), p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10; PRED: n 10 e FP: n 13.

8.1.6 Animais tratados com FP apresentam aumento do
conteldo de triacilglicerol e glicogénio hepético.

O grupo FP apresentou maior contetido de triacilglicerol hepatico
guando comparado com os grupos CTL e PRED, sendo esta elevacéo de
aproximadamente 49% e 31,4%, respectivamente (Fig. 9A), além de ser
observado maior contetdo de glicogénio hepatico, quando comparadas
com 0s mesmos grupos, apresentando uma elevacgéo de aproximadamente
27% e 20%, respectivamente (Fig. 9B).
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Figura 9: Tratamento cronico de FP resulta em maior conteddo hepético de
triacilglicerol e glicogénio. Dados sdo mediana e intervalo interquartil. (a) indica
diferenca significativa do grupo FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do
grupo FP vs FRU; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs PRED. Teste
de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns, p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10;
PRED: n10e FP: n 13.
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8.1.7 A combinacdo de frutose e prednisolona ndo altera a
atividade lipolitica do tecido adiposo epididimario e retroperitoneal.

Os animais que receberam tratamento concomitante apresentaram
aumento significativo na liberacéo de glicerol quando estimulados com
isoproterenol (estimulado) em relacdo ao seu estado basal (nédo
estimulado), porém sem diferenca significativa em comparagao os outros
grupos experimentais ap6s o estimulo, ndo demonstrando, portanto,
nenhuma alteracdo lipolitica com o tratamento (Fig. 10A e B). Os valores
obtidos a partir da razdo entre as condi¢des estimulado e ndo estimulado
também néo apresentaram alteragdes entre os grupos (Fig. 10C e D).

— 30 == 20
- .. 3B
(SR *
28 . * =L . 15
255 204 >5 < T % o
=] I3 ,
== b SSoE 10 g
S 25 KR O B KX
W= R |2 R
.S 1 g r S g
3 B B e & s
&3 "L‘ @ oo 25 5o
8, 72711 BT
IR IR
CTL FRU PRED  FP CTL FRU PRED  FP
§ 25
S o
< o5 4
s€ g 258 2 o
(SN S =2 0 c SRR
EES S S5 Q=2 XXXK
3523 I a8 =2 E 15 SRR
ST ® = o 3 .= XX
255 E JLES R
S8 25 = e v 1.04 GRS
S EQ o T5 D ! SRR
o w's @ 2] lﬁn: »n o GRAKY
TS 8o NoWs (5] 53000
§ B W x 2 z : 03030%:
x 2 2 o XXX
o . 10 0.0 BB
T T T T T T T
~ N 9 R 2 N o R
& & & <& & & QQg/ <

Figura 10: Tratamento com FP ndo resulta em aumento da atividade
lipolitica do tecido adiposo epididimario e retroperitoneal. Dados sdo média
+ EPM. (a) indica diferenca significativa do grupo FP vs CTL; (b) indica
diferenca significativa do grupo FP vs FRU; (c) indica diferenca significativa do
grupo FP vs PRED. Teste one-way ANOVA seguido de post-test de Tukey,
p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10; PRED: n 10 e FP: n 13.

8.1.8 Tratamento concomitante resulta em alteracdo da massa
relativa de 6rgéos.

O tratamento concomitante de frutose e prednisolona resultou em
alteracBes em diversos 6rgdos como: aumento do peso relativo do
pancreas quando comparado com FRU, e aumento do peso relativo das



gorduras epididimaria (CTL e PRED), retroperitoneal (FRU) e omental
(PRED) e gordura marrom quando comparado com o grupo CTL.
Também foi observado um aumento significativo no peso do figado no
grupo FP quando comparado com os grupos CTL, FRU e PRED.

Tabela 5: Massa relativa de tecidos e drgéos de ratos tratados com
FP.

CTL FRU PRED FP
PANCREAS  0,28+0,012 0,27 £0,007 0,3x0,008 0,32 £0,010°

(9/100g)

GORD.EPI  1,18+0,07  1,84%0,11* 1,53+0,07 2,04 +0,122¢

(9/100g)

GORD. 167014 281+0,18° 1,51+0,13 1,68+0,14°

RETRO

(9/100g)

GORD. 135 208 127 259
OMENTAL (90;160) (170;270) = (95;140) = (129;362)°
(mg/100 g)

GORD. 80 100 110 126
MARROM (70;110) (80;110)  (90;120) = (110;180)*
(mg/100 g)

SOMA 3,08+021 | 495+0,27* 3,29+0,20 4,12 +0,28?

GORD.

(9/1009)

ADRENAIS ‘ 16(15;17) ‘ 16(12;19)  16(15;18)  16(15;18)
(mg/100g)
FIGADO 295+0,10 3,06+0,06 3,0+005 340,092

(9/100g)

BACO ‘ 210+ 7 ‘ 190+ 8 190+ 4 190 +3
(mg/1009)

Dados sé&o média + EPM ou mediana e intervalo interquail (a) indica diferenca
significativa com relacdo ao grupo CTL; (b) indica diferenca significativa com
relacdo ao grupo FRU; (c) indica diferenga significativa com relacdo ao grupo
PRED. Teste one-way ANOVA seguido de post test de Tukey ou teste de
Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns, p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 10;
PRED: n10e FP: n 13.
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8.2 RESULTADOS MORFOMETRICOS MODULO 1

8.2.1 Distribuicdo de area total, perimetro e diametro de
adipécitos ndo apresentam alteracao pelo tratamento concomitante.

Os adipdcitos foram quantificados e estratificados em diferentes
tamanhos, para medidas de area total, perimetro e didmetro afim de
verificar uma possivel hipertrofia ou hiperplasia dos adipdcitos.

Na Figura 11A, é possivel ter uma dimensdo da morfologia dos
adipdcitos de todos os grupos experimentais. Nao foi observada nenhuma
alteracdo aparente no aspecto dos adipdcitos nem nas variaveis
guantificadas como descrito na sequéncia. O tratamento com frutose e
prednisolona ndo resultou em altera¢Ges significantes da area (Fig. 11B),
perimetro (Fig. 11C) e didmetro dos adipécitos (Fig. 11D), o que nédo
diferiu em relagdo aos outros grupos experimentais.
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Figura 11: Tratamento com FP ndo promove alteracbes nos parametros
morfométricos do tecido adiposo epididimario. Coloragdo utilizada H&E.
Escala em 100um. Dados sdo mediana e intervalo interquartil. (a) indica
diferenca significativa com relagdo ao grupo CTL; (b) indica diferenca
significativa ao grupo FRU; (c) indica diferenca significativa com relacdo ao
grupo PRED. Teste de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns, p<0,05.
CTL:n10; FRU: n9; PRED: n8 e FP: n 8.

8.2.2 Tratamento concomitante promove maior acimulo de
lipideos no figado, caracterizando esteatose hepatica.

Para determinacdo semiquantitativa de esteatose hepética, foi
verificado a distribuicdo de lipideos hepéatico baseado no padréo de macro
e micro goticulas. Na figura 12A, é possivel observar o perfil morfolégico
do figado de todos os grupos experimentais, observando alteracdes no
contetdo lipidico, caracterizado pela presenca de macro e micro
goticulas.

Quando observado o grupo FRU ou PRED, bem como grupo FP,
observamos que os trés grupos apresentaram aumento significativo no
percentual de lipideos hepaticos quando comparados com o grupo CTL =
1,95% (1,77:2,4 %), sendo de FRU = 5,18% (3,8:6,7 %) e PRED= 5,4%
(3,4;6,5 %), onde o grupo FP apresentou aumento de 28,23% (21,3;52,4
%) quando comparado com o grupo CTL (Fig. 12B). Quando
estratificados por macro ou micro goticulas, foi observado que o
tratamento com FP apresentou maiores propor¢des de macro goticula
resultando em aumento de 12,73% (3,61;41,3 %) quando comparado aos
grupos CTL e PRED (0,93% (0,54;1,41 % e 0,38% (0,30;0,83 %)
respectivamente) (Fig. 12C), bem como maiores propor¢des quando
observados a presenca de micro goticula comparado com o grupo CTL e
FRU (FP=11,3% (6,8;24,4 %); CTL= 1,03% (0,5;1,3 %) e FRU= 2,34%
(1,8;3,8 %) (Fig. 12D). Ainda podemos observar que o tratamento com
PRED isoladamente resultou em aumento significativo no acumulo de



micro goticula de 4,67% (2,8;6,1 %) quando comparado ao grupo CTL
com 1,03% (0,5;1,3 %) (Fig. 12C). Com base nesse perfil de macro e
micro goticulas, podemos observar que para desenvolvimento de macro
goticulas aparentemente o tratamento crénico com frutose parece ser mais
deletério, enquanto que para desenvolvimento de micro goticulas a
prednisolona parece ter efeito predominante.
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Figura 12: Tratamento com FP resulta em aumento de concentracdes de
lipideos hepéticos. Coloragdo utilizada H&E. Escala em 50um. Dados séo
mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferenca significativa com relacéo ao
grupo CTL; (b) indica diferenca significativa com relagdo ao grupo FRU; (c)
indica diferenca significativa com relacéo ao grupo PRED. Teste Kruskal-Wallis
seguido de post test de Dunns, p<0,05. CTL: n 10; FRU: n 9; PRED: n 10 e FP:
na.

8.2.3 Tratamento com FP promoveu aumento na massa
relativa de células beta pancreaticas.

Secgdes pancreéticas imunocoradas para insulina demonstraram
aumento da massa relativa de células beta, podendo ser observado no
grupo FP e PRED (Fig. 13A). Além disso, foi observado aumento no
percentual da massa de células B por area analisada no grupo PRED (Fig.
13B), bem como aumento da massa de células beta pancreaticas (mg)
também no grupo PRED quando comparadas com o grupo CTL (Fig.
13C). Apos realizada a normalizacdo pelo peso corporeo de cada animal,
0 grupo FP apresentou aumento na massa de células beta pancreéaticas
quando comparado com o grupo CTL, sendo de FP= 3,30 + 0,28 mg/100g
peso corpéreo vs CTL= 1,88 + 0,20 mg/100 g peso corpéreo, onde 0
mesmo pode ser observado no grupo PRED vs CTL (3,60 + 0,28 mg/100
g peso corporeo vs 1,88 £ 0,20 mg/100 g peso corpdreo, respectivamente,
p=0,0027) (Fig. 13D).
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Figura 13: Tratamento com FP resulta em aumento na massa absoluta de
células beta. Contra coloracao utilizada Hematoxilina. Escala em 400um. Dados
sdo média £ EPM. (a) indica diferenca significativa com relagdo ao grupo CTL;
(b) indica diferenca significativa com relacdo ao grupo FRU; (c) indica diferenca
significativa com relacdo ao grupo PRED. Teste one-way ANOVA seguido de
post-test de Tukey, p<0,05. CTL: n 7; FRU: n 8; PRED: n 9 e FP: n 10.



Quadro 2 — Resumo dos resultados obtidos pelo tratamento
concomitante de frutose e prednisolona.

ANALISE TRATAMENTO
FRU + PRED
Consumo hidrico 4
Consumo alimentar v
Consumo cal6érico | -
Peso corpéreo v

Glicemia plasmatica | = --—---
TG plasmatico
Tolerancia a glicose h
Sensibilidade a insulina v
Toleréncia ao piruvato | -
Insulinemia
Uricemia
TG hepatico
Glicogénio hepatico
Atividade lipolitica | -
Massa de tecidos e 6rgdos |4  Pancreas, soma
gorduras e figado
Morfometria adip6citos | -
Perfil lipidico hepatico
Massa relativa de céls-f§
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9. RESULTADOS MODULO 2

9.1 EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE
PEIXE

Em paralelo a0 acompanhamento do impacto sobre o metabolismo
da ingestdo combinada de frutose e prednisolona (grupo FP), seguimos
com a introdugdo da suplementacdo com 6leo de peixe com o intuito de
verificar sua potencial eficacia na atenuacdo dos parametros alterados
pelos tratamentos utilizados.

9.1.1 Suplementacdo com 6leo de peixe resulta em aumento de
EPA e DHA

O aumento nas concentracdes de EPA e DHA nas hemécias dos
grupos OP e FPO corroboraram com a eficacia da suplementacdo, onde
observa-se um aumento do conteido de EPA (Fig. 14A) e DHA (Fig.
14B), quando comparado os grupos FP vs FPO (0,530 (0,495; 0,590) vs
5,45 (4,88; 6,20)).
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Figura 14: Aumento das concentragdes de EPA e DHA em hemacias advindo
da suplementagdo com 0leo de peixe. Dados sdo média + EPM. (a) indica
diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca
significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP
vs FPO. Teste one-way ANOVA seguido de post test de Tukey, p<0,05. CTL: n
10; OP: n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.1.2 A suplementacdo com o6leo de peixe ndo modificou a
ingestdo alimentar e hidrica alterada pelo tratamento com frutose e
prednisolona.

Foi observada ao longo do tratamento (a partir da 2% semana) uma
reducdo significativa da ingestdo alimentar nos grupos FP e FPO quando
comparado com seus respectivos controles (CTL e OP), demonstrando
esta reducdo ser carreada pelo tratamento com FP. No entanto, a
suplementagcdo com OP ndo influenciou este parametro em nenhum
aspecto (Fig. 15A). A ingestdo hidrica seguiu 0s mesmo parametros



74

comparativos (a partir da 1* semana), apresentando porém, aumento nos
seus valores quando comparado FP e FPO com seus controles, onde foi
observado uma reducdo significativa de ingestdo hidrica na Ultima
semana de tratamento quando comparado o grupo FP e FPO (13,11 mL
11,0 e 11,89mL 1,15, respectivamente), demonstrando uma influéncia
tardia da suplementacdo com OP (Fig. 15B). A suplementacdo com 6leo
de peixe ndo modificou o padrdo de consumo calérico destes animais
(Fig. 15C).
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Figura 15: Suplementacdo com 6leo de peixe ndo promove efeitos sobre
consumo alimentar, hidrico e calérico. Dados sdo média + EPM ou intervalo
interquartil. (a) indica diferenca significativa do grupo OP e FP com relagédo ao
grupo CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica
diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste one-way ANOVA seguido de
post test de Tukey (Fig 13A semanas: 0,1,3,7,8,10 e 11; 13B semanas: 1,6,7,10,11
e 12; e Fig 13C) ou teste de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns (Fig
13A semana: 2,4,5,6,9 e 12; 13B semanas: 0,2,3,4,5,8 e 9), p<0,05. CTL: n 10;
OP:n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.1.3 A suplementacdo com 6leo de peixe ndo promove
alteracdes sobre 0 peso corporeo.

A suplementacdo com 6leo de peixe ndo influenciou o peso
corpéreo em nenhum aspecto nos animais que receberam tratamento com



FP, apresentando peso inicial de FP= 174,99 + 3,7 e FPO=172,8q * 4,4,
e peso ao final do tratamento (122 semana) de FP=330,4g = 10 e FPO=
324,99 + 7,8 (Fig. 16).
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Figura 16: Suplementacdo com 6leo de peixe ndo altera peso corpdreo de
animais tratados com FP. Dados sdo média + EPM. (a) indica diferenca
significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo
OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste one-way
ANOVA seguido de post-test de Tukey, p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10; FP: n 13
e FPO: n 15.

9.1.4 Suplementacdo com 6leo de peixe atenua triacilglicerol
plasmatico, porém nao resulta em modificacdes na glicemia em
jejum.

A glicemia de jejum ndo foi alterada pelo tratamento com FP, ndo
sendo observada nenhuma mudanga neste pardmetro com a
suplementacdo do Oleo de peixe (Fig. 17A), bem como ndo sendo
observado efeito da suplementacéo no célculo da éarea abaixo da curva
para glicemia, quando dividido em antes e ap6s a suplementacdo (Fig.
17B). As concentracGes plasmaticas de triacilglicerol apresentam
aumento devido ao tratamento com FP, a partir da 22 quinzena até a 62
quinzena, com aumento de 45%, 56%, 28%, 28% e 54% respectivamente,
sendo normalizada ao final do mesmo, no entanto, sem apresentar efeito
atenuador da suplementago com 6leo de peixe (Fig. 17C).

Quando observado o calculo da area abaixo da curva dividido em
antes e ap0s a suplementacdo com dleo de peixe, podemos observar que
0 grupo FPO apresentou reducéo da area ao final do tratamento, quando
comparado ao periodo antecedente a suplementacdo, onde sua area
anterior a suplementacdo foi de 76,3 +8,2 mg/dL/dias e ap6s a
suplementacdo foi de 35,8 +4 mg/dL/dias, demonstrando o efeito
atenuador do dleo de peixe sobre o triacilglicerol plasmatico neste
parametro (Fig. 17D).
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Figura 17: Suplementacdo com o6leo de peixe promove redugdo do
triacilglicerol plasmatico, sem alterar glicemia em jejum. Dados s&o média +
EPM ou mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferencga significativa do
grupo OP e FP com relagdo ao grupo CTL; (b) indica diferenca significativa do
grupo OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste
one-way ANOVA seguido de post test de Tukey (Fig. 17A,; Fig. 17C quinzenas:
1,2,3,4,5 e 6) ou teste de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns (Fig. 17C
quinzena 7). Teste de Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns, e test t de
Student (Fig. 17B e D), p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.1.5 Suplementacdo com 6leo de peixe ndo altera tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina e piruvato.

A suplementacdo com dleo de peixe ndo apresentou modificacdes
sobre o teste de tolerancia a glicose, ao longo dos 120 minutos analisados
(Fig. 18A), bem como sem alteracdo no célculo da &rea abaixo da curva,
demonstrando apenas uma menor area para 0 grupo tratado com FP
quando comparado com seu controle, porém sem efeito atenuador do OP
(FP= 3,634 mg/dL1.120min"! £ 352,1; CTL= 5,596 mg/dL*.120min +
430,2 e OP= 4,273 mg/dL1.120min"! + 404,3) (Fig. 18B).



Quando analisado a sensibilidade a insulina, foi observado que no
tempo 20 min ao final do teste, os animais tratados com FP apresentaram
elevadas concentragdes de glicose sanguinea quando comparados com
grupo CTL, porém sem efeito atenuador do OP (Fig. 18C). Quando
realizado o célculo da constante de decaimento para ipITT, foi observado
que o tratamento com FP promoveu reducdo na constante de decaimento,
no entanto, sem efeito atenuador da suplementacdo com 6leo de peixe
(FP=0,83 %.min"t+ 0,09; CTL= 1,37 %.min'+ 0,12 e OP= 1,24 %.min"
1 +0,08) (Fig. 18D). Também foi realizado o teste de tolerancia ao
piruvato, bem como calculo da area abaixo da curva para ipPTT, porém
em ambos pardmetros a suplementacdo com éleo de peixe ndo resultou
em modificacOes destes pardmetros (Fig. 18 E e F, respectivamente).
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Figura 18: Suplementacdo com 6leo de peixe ndo resulta em melhora nos
testes de tolerancia a glicose e piruvato, e no teste de sensibilidade a insulina.
Dados sao média + EPM ou mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferenga
significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo
OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste one-way
ANOVA seguido de post test de Tukey (Fig 18A, B C, D e F) ou teste de Kruskal-
Wallis seguido de post test de Dunns (Fig. 18E), p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10;
FP:n 13 e FPO: n 15.

9.1.6 Suplementacdo com 6leo de peixe ndo promove reducéo
da hiperinsulinemia

Quando avaliado a insulina plasmatica em jejum, foi observado um
aumento das concentragdes da mesma no grupo tratado com FP quando
comparado com seu controle (284 pg/dL (218,8;381,6) e 62,9 (49,4;84))
respectivamente, porém sem efeito da suplementacdo do 6leo de peixe
sobre este pardmetro (Fig.19).
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Figura 19: Suplementacdo com OP ndo promove redugdo da
hiperinsulinemia advinda do tratamento com FP. Dados s&o mediana e
intervalo interquartil. (a) indica diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL;
(b) indica diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenga
significativa do grupo FP vs FPO. Teste Kruskal-Wallis seguido de post test de
Dunns, p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10; FP: n 12 e FPO: n 10.

9.1.7 Suplementacgdo com OP apresenta efeito atenuador sobre
a hiperurecemia resultante do tratamento com frutose e
prednisolona.

Os animais tratados com FP apresentaram hiperuricemia,
comparado com seu controle (CTL= 0,53 mg/dL +0,07 vs FP 1,21 mg/dL
+ 0,07), apresentando efeito atenuador do mesmo pela suplementagédo
com 6leo de peixe sobre este pardmetro (FP 1,21 mg/dL +0,07 vs FPO=
0,82 mg/dL +0,06) (Fig. 20).
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Figura 20: Suplementacdo com Oleo de peixe promove redugdo da
hiperurecemia advinda do tratamento com FP. Dados sdo média £ EPM. (a)
indica diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca
significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP
vs FPO. Teste one-way ANOVA seguido de post test de Tukey, p<0,05. CTL: n
10; OP: n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.
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9.1.8 Suplementac&o com 6leo de peixe ndo apresenta reducao
no conteudo de triacilglicerol hepatico.

A suplementacdo ndo foi eficaz em atenuar o parametro de TG
hepatico, elevado pelo tratamento com FP (FPO= 4,5 £ 0,69 mg/g vs FP=
5,8 £ 0,91 mg/g) (Fig. 21).
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Figura 21: Suplementagdo com 6leo de peixe ndo apresenta reducéo no
conteddo de triacilglicerol hepéatico. Dados sdo média + EPM. (a) indica
diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca
significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenga significativa do grupo FP

vs FPO. Teste one-way ANOVA seguido de post test de Tukey, p<0,05, CTL: n
10; OP: n10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.1.9 A suplementacédo com 6leo de peixe ndo altera atividade
lipolitica da gordura epididimaria e retroperitoneal.

Os grupos apresentaram aumento na liberacéo de glicerol quando
estimulados com isoproterenol (estimulado) em relagdo ao seu estado
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basal (ndo estimulado), porém sem diferenca significativa entre os grupos
apos o estimulo, bem como sem efeito da suplementacdo com OP, sendo
quantificado nas gorduras epididimaria e retroperitoneal, respectivamente
(Fig. 22A e B). Os valores obtidos a partir da razdo entre as condigdes
estimulado e ndo estimulado também ndo apresentaram alteracfes entre
0s grupos, sem efeito da suplementagdo com OP (Fig. 22C e D).
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Figura 22: Suplementagdo com OP ndo apresenta alteracGes sobre a
liberacdo de glicerol na gordura epididiméaria e retroperitoneal. Dados s&o
média £ EPM. (a) indica diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b)
indica diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenca
significativa do grupo FP vs FPO. Teste one-way ANOVA seguido de post test
de Tukey, p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.1.10 Peso relativo de drgdos é alterado pelo tratamento
concomitante de FP, porém a suplementacdo com 6leo de peixe ndo é
eficaz em reverter tais alteragdes.

O peso relativo de gordura retroperitoneal, omental e marrom
aumentaram no grupo FP, porém ndo foi observado nenhum efeito
atenuador da suplementacdo com o Gleo de peixe (FPO) sobre estes
pardmetros.



Tabela 6: peso relativo de érgéos e tecidos de ratos tratados e

suplementados com dleo de peixe

CTL OP FP FPO
PANCREAS 0,28 +0,01 0,28 +0,03 0,32+0,03 0,31+£0,03
(9/100g)
GORD. EPI (g/100g) = 1,180,007 | 1,32+011 | 2,04#0,12° 1,71 +0,08
GORD. RETRO 1,67 £0,14 1,89 £0,19 1,68+0,13 1,73+0,14
(9/100g)
GORD. OMENT. 135(90;160) | 103(90;190) = 259(129;362)° | 191(150;260)
(mg/1009)
GORD. MARR. 80 108 126 143
(mg/100g) (70;110) (90;130) (110;180)* (100;160)
SOMA GORD. 3,08+0,21 3,44 £0,31 4,12 +0,28° 3,79+0,18
(9/1009)
ADRENAIS 16 (15;17) 16 (15;19) 16 (15;18) 16 (14;18)
(mg/100g)
FIGADO (g/100g) 3,19(2,9;34)  3,10(2,9;3,2) | 3,44(3,3;4,0) | 3,39(3,2;3,5)
BACO (mg/100g) 210+ 7 210+ 6 190+ 3 190 + 3°

Dados sdo média + EPM ou mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferenca
significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo
OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste one-way
ANOVA seguido de post test de Tukey ou teste de Kruskal-Wallis seguido de
post test de Dunns, p<0,05. CTL: n 10; OP: n 10; FP: n 13 e FPO: n 15.

9.2 RESULTADOS MORFOMETRICOS MODULO 2

9.2.1 Suplementacdo com 6leo de peixe ndo altera parametros
morfométricos de adipdcitos.

Na Figura 23A, é possivel observar a morfologia caracteristica dos
adipocitos de todos os grupos experimentais, ndo sendo observada
nenhuma alteracdo aparente no aspecto dessas células nem nas variaveis
quantificadas como descrito na sequéncia.

A suplementacdo com dleo de peixe ndo foi eficaz em induzir
alteragdes morfometricas dos adipécitos, quando comparado com grupos
CTL e FP. Em todos 0s grupos experimentais, verifica-se uma maior
proporcao de adipdcitos apresentando uma area celular de 3.500 a 7.000
um? (Fig. 22B), um perimetro de 200-300 pum (Fig. 23C) e um diametro
de 60-90 um (Fig. 23D).
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Figura 23: Suplementacdo com dleo de peixe ndo altera parametros
morfométricos. Coloracdo utilizada H&E. Escala em 100um. Dados sdo
mediana e intervalo interquartil. (a) indica diferenca significativa do grupo OP e
FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica



diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste de Kruskal-Wallis seguido de
post test de Dunns, p<0,05. CTL: n 10; OP: n 8; FP: n 8 e FPO: n 13.

9.2.2 A suplementacdo com 6leo de peixe ndo é eficaz em
reduzir parametros de esteatose hepatica advindo do tratamento com
FP.

Para determinacdo semiquantitativa de esteatose hepatica, foi
verificada a distribuicdo de lipideos hepatico baseado no padréo de macro
e micro goticulas. Na figura 24A, € possivel observar o perfil morfolégico
do figado de todos os grupos experimentais, ndo demonstrando alteragdes
no contexto lipidico, bem como de macro e micro goticulas do grupo
suplementado com 6leo de peixe.

Podemos observar que o tratamento com FP promove maior
acumulo de lipideos por area analisada, e que a suplementagéo com 6leo
de peixe ndo foi eficaz em atenuar este parametro (FP= 28,2 (21,3,72,2
%) vs FPO= 22,7 (19,1;58,1 %) (Fig. 24B). O mesmo é observado no
perfil de macro goticulas onde o percentual para distribui¢do de lipideos
sdo: FP=12,7 (3,6;41,3%) vs FPO=11,2 (3;55,8%) (Fig. 24C), bem como
perfil de micro goticulas, sendo: FP= 11,3 (6,8;24,4%) vs FPO= 10,7
(7,8;15,1%) (Fig. 24D).
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Figura 24: Suplementacdo com 6leo de peixe ndo melhora perfil lipidico.
Coloracédo utilizada: H&E. Escala em 50 pm. Dados sdo mediana e intervalo
interquartil. (a) indica diferenca significativa do grupo OP e FP vs CTL; (b) indica
diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica diferenca significativa do
grupo FP vs FPO. Teste Kruskal-Wallis seguido de post test de Dunns, p<0,05.
CTL:n10; OP:n10; FP: n8e FPO: n 7.

9.2.3 A suplementacdo com 6leo de peixe ndo promove
alteracdes sobre a massa de células beta pancreaticas.

Secgdes pancreéticas imunocoradas para insulina demonstraram
aumento da massa relativa de células beta, podendo ser observado o
aumento da massa no grupo FP e PRED (Fig. 13A). Além disso, foi
observado aumento no percentual da massa de células  por area analisada
no grupo PRED (Fig. 13B), bem como aumento da massa de células beta
pancreaticas quantificadas em mg também no grupo PRED quando
comparadas com o grupo CTL (Fig. 13C). Apds realizada a normalizagdo
pelo peso corpéreo de cada animal, o grupo FP apresentou aumento na
massa de células beta pancreéaticas quando comparado com o grupo CTL,
sendo de FP= 3,30 £ 0,28 mg/100g peso corpéreo vs CTL= 1,88 £ 0,20



mg/100 g peso corpéreo, onde 0 mesmo pode ser observado no grupo
PRED vs CTL (3,60 + 0,28 mg/100 g peso corpéreo vs 1,88 + 0,20
mg/100 g peso corpdreo, respectivamente, p=0,0027) (Fig. 13D). Sec¢des
pancredticas coradas para insulina demonstram a massa relativa de células
beta, ndo sendo observada alteracdo advinda da suplementagdo com 6leo
de peixe (Fig. 25A), bem como sem alteragcBes na massa relativa de
células beta em relagdo a area analisada (%) (Fig. 25B), e na massa
relativa (mg) (Fig. 25C). A suplementacdo com 6éleo de peixe nao foi
eficaz em promover alteracbes da massa relativa de células beta
pancredtica, quando normalizada pelo peso corpéreo, apresentando
valores de CTL= 1,88 + 0,20 mg/100 g peso corpéreo, OP= 2,61 + 0,27,
FP=3,30 £ 0,28 e FPO= 3,95 + 0,22 mg/10 g peso corpoéreo (Fig. 25D).
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Figura 25: Suplementacdo com 0leo de peixe ndo altera massa relativa de
células beta. Dados sdo média + EPM. (a) indica diferenca significativa do grupo
OP e FP vs CTL; (b) indica diferenca significativa do grupo OP vs FPO; (c) indica
diferenca significativa do grupo FP vs FPO. Teste Kruskal-Wallis seguido de post
test de Dunns, p<0,05. CTL: n 7; OP: n 9; FP: n 10 e FPO: n 10.



Quadro 3 — Resumo dos resultados obtidos através da
suplementacdo com 6leo de peixe.

ANALISE SUPLEMENTACAO
OP
Consumo hidrico | -
Consumo alimentar | -
Consumo calérico | -
Peso corpéreo | @ -—---
Glicemia plasmatica | -
TG plasmético v
Toleranciaaglicose | -
Sensibilidade ainsulina | -
Tolerancia ao piruvato | -
Insulinemia | = -
Uricemia v
TG hepatico | -
Glicogénio hepatico | = --—-
Atividade lipolitica | = --—---
Massa de tecidos e 6rgdos | = -
Morfometria de adip6citos |  -----
Perfil lipidico hepatico | = --—-
Massa relativadecéls-p | -
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10. RESULTADOS MODULO 3 _
10.1 EFEITOS DA INTERRUPCAO DOS TRATAMENTOS

10.1.1 Retirada dos tratamentos resulta em normaliza¢do dos
parametros de consumo alimentar e hidrico.

O grupo REV apresentou aumento significativo na ingesta
alimentar, observado nos 30, 60 e 90 dias ap6s 6 término do tratamento,
onde o aumento foi de 3,33 £0,18 ¢g/100g; 5,76 £0,23 g/100g; 5,99+ 0,24
0/100g vs 5,31 £+ 0,23 g/100g, respectivamente (Fig. 26A). Com relacdo
ao consumo hidrico, este parametro também foi normalizado, onde seus
valores foram apresentando redugdo decrescente do final do tratamento
aos dias 30, 60 e 90, sendo de 14,26 + 0,72 mL/100g para 7,19 + 0,33
mL/100g; 6,99 £ 0,27 mL/100g e por fim 6,53 £ 0,27 mL/100g (Fig. 26B).
Quanto ao consumo cal6rico, 0s animais apresentaram aumento nos
valores no dia 60 e 90 ap0s a retirada do tratamento, sendo de 3,35 £ 0,17
0/100g no dia 0, 22,7 + 0,93 ¢g/100g para dia 60, e 20,2 + 0,87 g/100g no
dia 90 (Fig. 26C).
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Figura 26: Retirada do insulto de FP resulta em normaliza¢io de consumo
alimentar, hidrico e calérico. (*) indica diferenca significativa entre os dias de
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retirada do insulto. Teste ANOVA para medidas repetidas seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10.

10.1.2 Peso corporeo de animais ¢ aumentado apoés a retirada
dos tratamentos, mantendo-se até o final do periodo avaliado.

Os animais do grupo REV apresentaram aumento significativo do
peso corpéreo do dia 0 (final do tratamento) quando comparado 30 dias
apos a retirada do tratamento, sendo observado esse aumento até o final
do periodo (60 e 90 dias) (301,29 + 16,4; 367,99 + 16,3; 3929 £+ 17,4 ¢
413,19 £ 19,9, respectivamente) (Fig. 27).
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Figura 27: Retirada do tratamento concomitante promove normalizagéo e
aumento do peso corpdéreo. (*) indica diferenga significativa entre os dias de
retirada do tratamento. Teste ANOVA para medidas repetidas seguido de post
test de Tukey, p<0,05, n=10.

10.1.3 Triacilglicerol plasmatico e glicemia de jejum néo
apresentam alteracdes apos a retirada dos tratamentos.

O grupo REV apresentou reducdo na concentragdo de
triacilglicerol em 21, 10 e 11%, nos dias 30, 60 e 90 em relagéo ao dia 0,
respectivamente, porém sem apresentar diferencas estatisticamente
significativas (Fig. 28A). Ainda, o grupo REV apresentou reducéo na
concentragcdo de glicose plasméatica apds 90 dias da retirada dos
tratamentos, podendo ser decorrente da idade do animal ou biologia
individual, ndo sendo decorrente da retirada do tratamento, uma vez que
0 tratamento ndo apresentou efeito sobre este parametro (Fig. 28B).
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Figura 28: Retirada do tratamento ndo promove alteracdes nos parametros
plasmaticos de triacilglicerol. (*) indica diferenca significativa entre os dias de
retirada do insulto. Teste ANOVA para medidas repetidas seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10.

10.1.4 Interrupcdo do tratamento concomitante resulta em
menor conteddo hepatico de triacilglicerol e glicogénio.

Apos a retirada dos tratamentos, 0s animais apresentaram menor
conteldo de TG hepatico, quando comparado ao grupo FP sendo
observado valores de FP= 5,81 mg/g = 0,91 e REV= 1,17 mg/g +0,30
(Fig. 29A). O mesmo padrdo de reducdo é observado no contelido de
glicogénio hepatico, apresentando valores de FP= 353,8 mg/g £ 6,7 e
REV=304,7 mg/g + 1,5 (Fig. 29B).
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Figura 29: Grupo REV apresenta reducdo do conteldo hepatico de
triacilglicerol e glicogénio em relagdo ao grupo FP. (*) indica diferenga
significativa entre os grupos. Teste t de Student para medidas ndo pareadas (Fig.
26A), ou teste t de Student seguido de post test Mann-Whitney para medidas néo
pareadas e assimétricas (Fig. 26B), p<0,05, FP: n 13 e REV: n 10.
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10.15 Retirada do tratamento promove reducdo na
insulinemia e uricemia.

ApoOs retirada do tratamento, os animais apresentam reducao
significativa de 4cido Urico plasmatico apresentando valores no grupo FP
de 1,21mg/dL +0,07 e grupo REV= 0,86 mg/dL +0,04 (Fig. 30A), bem
como reducdo no quadro de insulinemia com redugdo de 313,8pg/mL +
47,3 para 160,0 pg/mL £ 21,0, nos grupos FP e REV, respectivamente
(Fig. 30B).
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Figura 30: Remogdo do tratamento concomitante resulta em diminuicdo das
concentracfes de &cido arico e insulina plasmatica. (*) indica diferenca
significativa entre os grupos. Teste t de Student para medidas ndo pareadas,
p<0,05. FP: n 13 e REV: n 10.

10.1.6 Apo6s retirada dos tratamentos a massa relativa de
orgaos e tecidos é normalizada.

Apos retirada do tratamento foi observada reducéo significativa no
peso do pancreas, gordura marrom e figado, como mostra a tabela abaixo.

Tabela 7: peso relativo de érgéos e tecidos de ratos apds
retirada dos insultos.

FP REVERSIBILIDADE
PANCREAS (9/100g) 0,317 0,04 0,282 +0,03"
GORD. EPI (g/100g) 2,04+ 046 1,66 +0,37

GORD. RETRO (g/100g) 1,68 + 0,53 2,02+ 0,49
GORD.OMENTAL , _
(/1000 259 (129;362) 173 (110;225)
GORD. MARROM (g/100g) 126 (110;180) 95+0,02"
SOMA GORDURAS (g/100g) 3,976 + 1,02 3,860 + 0,87
ADRENAL (mg/100g) 16 (15:18) 15 (12,18)
FIGADO (g/100g) 3,61+ 0,59 2,90+ 0,30"

BACO (mg/100g) 190 +3 189+7




(*) indica diferenca significativa entre os grupos. Teste t de Student para medidas
ndo pareadas, ou teste t de Student seguido de post test Mann-Whitney para
medidas ndo pareadas e assimétricas, p<0,05, n=10.

10.2 RESULTADOS MORFOMETRICOS

10.2.1 A retirada do tratamento resulta em diminuicdo do
diametro de adipdcitos

Apds 3 meses da retirada do tratamento, os animais foram
eutanasiados e coletado o tecido adiposo epididimario para quantificacéo
de adipdcitos afim de observar possivel hipertrofia ou hiperplasia do
mesmo.

Na Figura 31A é possivel observar a morfologia caracteristica em
todos 0s grupos experimentais. Em todos 0s grupos experimentais,
verifica-se uma maior propor¢do de adipdcitos apresentando uma area
celular de 3.500 a 7.000 pm? (Fig. 31B), um perimetro de 200-300 um
(Fig. 31C) e uma reducdo significativa de didmetro no quartil
compreendido entre 60-90 um (Fig. 31D) (FP=58,2 + 1,96 um e REV=
48,0 + 4,18 um) (Fig. 31D).
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Figura 31: Retirada do tratamento ndo altera distribuicdo de &rea e
perimetro de adipdcitos, porém promove redugdo do didmetro. Coloragdo
utilizada H&E. Escala em 100um. (*) indica diferenca significativa entre os
grupos. Teste t de Student para medidas ndo pareadas, ou teste t de Student,
p<0,05, n=10.
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10.2.2 Retirada do tratamento concomitante promove melhora
no quadro de esteatose hepatica.

Na figura 32A, é possivel observar a morfologia do figado de todos
0S grupos experimentais, observando reducdo no contetdo lipidico
hepético na forma macro e micro goticulas.

Quando analisado contelido de lipideos hepaticos, foi observada
uma reducdo significativa desses lipideos nos animais que tiveram a
retirada do insulto, com percentuais de: FP= 34,88 + 7,3 % e REV= 2,58
+ 0,3 % (Fig. 32B). Apo6s quantificados, foram estratificados em macro
goticulas e observado uma reducdo significativa de 12,73 (3,6;41,3 %)
para 1,71 (0,85;2,16 %) quando comparado FP vs REV respectivamente
(Fig. 32C), bem como sendo observado mesmo perfil de reducéo para a
estratificacdo de microgoticulas, com valores de FP= 13,98 + 3,1 % e
REV= 0,65 +0,11 % (Fig. 32D).
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Figura 32: Retirada do tratamento promove melhora no perfil lipidico.
Coloragéo utilizada H&E. Escala em 50um. (*) indica diferenca significativa
entre os grupos. Teste t de Student para medidas nédo pareadas (Fig. 33A e C), ou
teste t de Student seguido de post test Mann-Whitney para medidas ndo pareadas
e assimétricas (Fig. 33B e D), p<0,05, FP: n 8, REV: n 10.

10.2.3 Retirada do tratamento ndo promove alteragdo na
massa de células beta pancreatica.

Secc¢des pancreaticas imunocoradas para insulina demonstram a
massa relativa de células beta, ndo sendo observada nenhuma alteragéo
aparente (Fig. 33A), nem nas variaveis quantificadas como: massa
relativa de células beta por area analisada (%) (Fig. 33B), massa de
células B (mg) (Fig. 33C), além de ndo apresentar alteracdes apds a
retirada do tratamento na massa relativa de células beta, apds
normalizacdo pelo peso corporeo de cada animal, com valores de FP=
3,28 £ 0,28 mg/100 g peso corporeo vs REV= 3,33 £ 0,35 mg/100 g peso
corporeo, podendo ser um efeito decorrente da idade de animal, ndo
apresentando compensagcdo (Fig. 33D).
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Figura 33: Retirada do tratamento ndo altera area relativa de massa de
células B. Contra coloragéo utilizada Hematoxilina. Escala em 400um. (*) indica
diferenga significativa entre os grupos. Teste t de Student para medidas ndo
pareadas, ou teste t de Student, p<0,05, FP: n 10 e REV: n 9.



Quadro 4 — Resumo dos resultados ap6s a retirada dos
tratamentos concomitantes de frutose e prednisolona.

ANALISE RETIRADA
TRATAMENTO

Consumo hidrico
Consumo alimentar A
Consumo cal6rico
Peso corporeo
Glicemia plasmatica
TG plasmatico

Insulinemia y
Uricemia v

TG hepatico y
Glicogénio hepatico v

Atividade lipolitica | = -----
Massa de tecidos e 6rgaos $ Pancreas, gord.
marrom e figado
Morfometria de adipdcitos |y Diametro 60-90 pm

Perfil lipidico hepatico Esteatose hepatica
Massa relativadecéls-p | -
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11. DISCUSSAO

Em suma, a ingestdo concomitante de frutose e prednisolona por
90 dias consecutivos promoveu um fenétipo com caracteristicas de SM,
a julgar pelo i) aumento na adiposidade abdominal, ii)
hipertriacilgliceridemia, iii) redugdo na sensibilidade & insulina e iv)
presenca de esteatose hepética. Tais alteragdes, contudo, ndo resultaram
em elevacdo da glicemia e intolerancia a glicose devida as respostas
adaptativas compensatorias ocorridas pelo pancreas enddcrino (aumento
da massa de células beta e hiperinsulinemia). O aumento da adiposidade
visceral, contudo, ndo se relacionou com hipertrofia nem hiperplasia de
adipocitos no compartimento aqui analisado (gordura epididmaria). A
suplementacdo tardia com o dleo de peixe foi capaz de atenuar
especialmente as alteracGes observadas no triacilglicerol circulante, mas
ndo foi capaz de reverter ou atenuar a esteatose hepética. J& a interrupcédo
da ingestdo do tratamento composto de frutose e prednisolona foi
eficiente no reestabelecimento da maioria das alteracdes metabolicas e
morfofuncionais observadas por a¢do desses agentes.

O presente estudo demonstrou que o tratamento concomitante de
frutose e prednisolona pelo periodo de 90 dias resultou em aumento de
ingestdo hidrica e reducdo da ingesta alimentar, além de reducéo do peso
corporeo. Corroborando o nosso estudo, outros grupos apresentaram
resultados similares de padréo hidrico em ratos tratados com frutose (15%
e 20% na agua de beber por 8 semanas) onde esse aumento se deu
principalmente pela maior palatabilidade da frutose (MAMIKUTTY;
THENT; HAJI SUHAIMI, 2015; NOVAK et al., 2015), além de
promover a reducdo na ingestao alimentar, podendo ser atribuido pela sua
rapida metabolizagdo, proporcionando sensagdo de saciedade (MADERO
et al., 2011). Além disso, estudos demonstraram que o tratamento com
frutose ndo altera o peso corp6reo, mas aumenta a adiposidade visceral
(NOVAK et al., 2015; VASILIEVIC et al., 2013). Ainda, tem sido
demonstrando que a corticosterona, adicionada na agua de beber por 5
semanas (100 ou 25 pg/mL), bem como tratamento com DEX (0,25
mg/kg ip) por 4 semanasromovem reducdo do peso corpéreo,
provavelmente como resultado de um balanco hidrico negativo nos
modelos com GC, ou ainda pelo efeito hipofagico da insulina (CHIMIN
et al., 2014; FRANSSON et al., 2013; PINHEIRO et al., 2009). Quando
se observa os dados de consumo alimentar e hidrico dos animais,
especialmente do grupo FP, podemos observar que o balango energético
manteve-se igual. Desta forma, o menor ganho de peso pode ser
resultante de provavel atenuacdo do crescimento 06sseo através do
tratamento com GC (OGUEH; JOHNSON, 2000).
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Quando observado parametros plasmaticos, o tratamento com FP
resultou em hiperinsulinemia, hipertriacilgliceridemia e hiperurecemia
estando em acordo com outros estudos que demonstram estas alteracdes
em ratos tratados com frutose a 10% por 2 ou 12 semanas (ALZAMENDI
et al., 2012b; MAHMOUD; ELSHAZLY, 2014; MAIZTEGUI et al.,
2011), bem como em ratos tratados com DEX em diferentes dosagens (0,5
e 1,0 mg/kg) no periodo de 5 a 12 dias (DE PAULA et al., 2011;
PINHEIRO et al., 2009; RAFACHO et al., 2008, 2014b).

E sabido que o excesso de frutose pode causar RI, acarretando
consequentemente em um quadro hiperinsulinémico compensatério, e
ainda promover um quadro hipertriacilgliceridémico através da maior
sintese lipidica, pelo aumento de fluxo de hidratos de carbono em
precursores lipogénicos (HERMAN; SAMUEL, 2016; WANG et al.,
2015). O mesmo pode ser observado pelo tratamento com GC, uma vez
gue Seu excesso promove aumento nas concentracdes plasmaticas de
glicose, pela menor captacdo periférica e/ou reducdo do clearance, bem
como aumento de enzimas lipoliticas, como a HSL, induzindo maior
hidrélise de triacilglicerol, promovendo assim maior liberacéo de &cidos
graxos livres e glicerol para circulagdo (DJURHUUS et al., 2004;
NOVAK et al., 2015; P.; L., 1998; RAFACHO et al.,2014a; WAINGOT
et al., 1990). No entanto, neste estudo alguns parametros alterados no
grupo FP, como dislipidemia, hiperurecemia e aumento de adiposidade
visceral ndo foram observados nos grupos que tiveram tratamento isolado
com frutose ou GC. Tal fato pode ser decorrente de composi¢do de
microbiota do animal, espécie, idade, género, ou tempo e dose de
tratamento diferentes dos encontrados na literatura (REFS),
demonstrando assim o impacto negativo do tratamento combinado sobre
parametros lipidicos e glicémicos.

Nossos resultados referentes a homeostase glicémica nédo
confirmam o encontrado na literatura (ALZAMENDI et al., 2012b;
MAIZTEGUI et al., 2011; NOVAK et al., 2015), uma vez que nosso
estudo ndo conseguiu demonstrar intolerancia a glicose em nenhum grupo
experimental. Inclusive, no grupo FP, houve uma discreta melhora na
tolerancia a glicose, podendo este resultado ser explicado pela melhor
capacidade secretoria de insulina frente ao estimulo de glicose, ja que
estes animais encontram-se menos sensiveis a insulina, requerendo assim,
ajustes compensatorios, como observado pelo aumento na massa de
células beta (FRANSSON et al., 2013; LASKEWITZ et al., 2012;
PROTZEK et al., 2014). Além disso, 0 grupo que recebeu tratamento
isolado de prednisolona apresentou alteragcdes semelhantes ao grupo FP
como, reducdo da sensibilidade a insulina e aumento da massa de celulas



beta, onde contraditoriamente ao encontrado na literatura, 0 grupo que
recebeu apenas frutose, ndo apresentou alteracdo na homeostase
glicemica (DELLA VEDOVA et al., 2016; HUANG et al., 2016). Desta
forma, podemos observar que as alteracGes deletérias decorrentes do
tratamento concomitante, predomintantemente se da pelo tratamento com
GC.

No que se refere a atividade lipolitica, é provavel que a
hiperinsulinemia seja suficiente para evitar qualquer alteracdo lipolitica
no grupo FP, o que explicaria 0s nossos resultados, uma vez que ndo foi
observada nenhuma alteracdo referente a lipolise neste grupo. Nossos
dados contrastam com o reportado na literatura quanto aos parametros
morfométricos do tecido adiposo epididimario, onde diversos estudos
demonstram hipertrofia de adipdcitos com modelos de ratos tratados com
frutose (ALZAMENDI et al., 2012b; MAMIKUTTY; THENT; HAJI
SUHAIMI, 2015; VASILIEVIC et al., 2013) e/ou GC (CHIMIN et al.,
2014). Entretanto, os grupos que receberam frutose apresentaram
aumento na massa da gordura retroperitoneal e ndo podemos excluir que
tenha ocorrido alteracdo no tamanho e ndmero dos adipdcitos neste
compartimento, ndo avaliado no presente estudo.

Neste estudo, demonstramos que o tratamento crénico de frutose e
prednisolona resulta em aumento do contetido hepatico de triacilglicerol
e glicogénio, propiciando o desenvolvimento de esteatose hepética, com
aumento expressivo de macro e micro goticulas, corroborando os estudos
de outros grupos que demonstraram esteatose hepéatica e aumento de
macro goticulas em ratos tratados com frutose a 20% por 8 semanas
(MAMIKUTTY; THENT; HAJI SUHAIMI, 2015), ou com DEX e
corticosterona (FRANSSON et al., 2013; PINHEIRO et al., 2009). Esses
dados sdo caracteristicos do tratamento com frutose e GC, uma vez que
Seu excesso contribui para maior sintese lipidica e aumento de enzimas
lipoliticas, respectivamente (CASSUTO et al., 2005). E importante
salientar, que o tratamento concomitante de FP promoveu maior
percentual total de lipideos hepaticos, demonstrando prejuizo acentuado
no quadro de esteatose hepatica, sendo provavel efeito sinérgico com o
GC.

O estudo também demonstrou que o tratamento com frutose e
prednisolona promoveu aumento do peso relativo de gordura visceral,
bem como maior massa do pancreas e figado, o que esta de acordo com
0s estudos utilizando tratamento com frutose al5% ou 20% na agua de
beber por 8 semanas (MAMIKUTTY et al., 2014b; MAMIKUTTY;
THENT; HAJI SUHAIMI, 2015; NOVAK et al., 2015), ou administrando
DEX (0,25 mg/kg) ou corticosterona (100 ou 25 pg/mL) por 4 ou 5
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semanas (CHIMIN et al.,, 2014; FRANSSON et al., 2013). Estas
alteragBes podem ser advindas do aumento na disponibilidade de
nutrientes pelo tratamento com frutose, bem como pelo possivel aumento
da atividade da LPL periférica promovida pelo excesso de GC (REFS).
Em adicdo, demonstramos que este modelo experimental possui
caracteristicas semelhantes ao modelo de sindrome metabdlica como:
hipertriacilgliceridemia, RI, aumento da massa de gordura visceral sem
alteragdo no ganho de peso, além de hiperinsulinemia, hiperuricemia e
esteatose hepatica.

E sabido que os acidos graxos 6mega-3 possuem propriedades
atenuadoras sobre a SM através do aumento da oxidagdo de &cidos graxos
livres, pela reducdo do coeficiente respiratorio (MAKI et al., 2009;
MURRU; BANNI; CARTA, 2013), e em nivel hepatico, através da
inibicho da sintese de VLDL e TG (HARRIS et al, 1990),
proporcionando redugdo da lipogénese. Porém, nossos resultados
demonstram que o 6leo de peixe ndo foi capaz de atenuar grande parte
das alteragdes advindas do tratamento com FP, uma vez que parametros
relacionados a ingesta alimentar e hidrica, peso corporeo, glicemia,
insulinemia, bem como tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina ndo
apresentaram atenuacdo decorrente da suplementacdo. Semelhante ao
observado nestes resultados, outros estudos também demonstram a
ineficiéncia da suplementacdo com 6leo de peixe em alguns pardmetros
avaliados, como em modelos utilizando frutose, sem alteragdes na
ingestdo alimentar e hidrica, e de parametros lipidicos (DE CASTRO et
al., 2015; SORIA et al., 2002) e apds tratamento com GC, sem alteracéo
no peso corpdreo (BARBOSA et al., 2016).

O tratamento com frutose e prednisolona induziu aumento de &cido
Urico plasmatico, como sendo um metabdlito do excesso de frutose, que
promove seu aumento pela maior atividade da enzima KHK, advinda de
uma retroalimentacdo positiva via ChREBP1 (JOHNSON et al., 2013;
LIMA; MARTINS-SANTOS; CHAVES, 2015). A suplementagdo com
oleo de peixe foi eficaz em promover atenuacéo deste parametro, podendo
atuar sobre esta via, pela reducdo de parametros lipogénicos (MAKI et
al., 2009; MURRU; BANNI; CARTA, 2013). Foi observado, ainda,
hipertriacilgliceridemia advinda do tratamento combinado de frutose e
prednisolona, onde a suplementacdo com 6leo de peixe se mostrou efetiva
na atenuacdo deste pardmetro, o que esta de acordo com outros estudos
utilizando modelos experimentais semelhantes, com GC e frutose,
administrados separadamente (BARBOSA et al., 2016; DE CASTRO et
al., 2015; SORIA et al., 2002).



Por fim, avaliamos a capacidade de reversdo do quadro metabdlico
deletério causado pelo tratamento cronico de frutose e prednisolona, e
constatamos melhora desse perfil em diversos parametros analisados ap6s
a interrupcdo do tratamento. Apds 3 meses da retirada do tratamento, os
animais apresentaram aumento progressivo no consumo alimentar e
reducdo na ingesta hidrica, advindo da retirada da frutose que
provavelmente promoveu maior palatabilidade e preferéncia ao consumo
hidrico como demonstrado em estudo prévio (NOVAK et al., 2015).

Também foi observado crescimento e aumento do peso corpdreo
dos animais durante os 3 meses de retirada do tratamento, demonstrando
a capacidade do organismo em reverter o quadro de sindrome metabdlica
advindo do tratamento concomitante. Apoés a retirada do tratamento, foi
observada redu¢do da insulinemia, além de reducdo da uricemia por
provavel efeito da frutose, uma vez que é considerado como substrato
para geracdo de &cido drico, onde estes dados corroboram com estudo
utilizando ratos machos Wistar, expostos a ingestdo de 20% de frutose na
agua de beber por 65 dias, e ap6s 15 dias da retirada do tratamento os
mesmos parametros foram observados (CANCELAS et al., 2008). Ainda,
observamos uma melhora no perfil lipidico hepético, corroborando com
a melhora no quadro de esteatose hepatica, com reducao de macro e micro
goticulas, podendo ser atribuido pela redugdo na producéo e/ou aumento
no clerance de VLDL para circulagio (ROBERTS et al., 2001),
corroborando com o dado de ndo alteracdo e reducdo de TG plasmatico
apos a retirada do tratamento. Além disso, foi observado uma melhora no
perfil morfométrico de adipdcitos, uma vez que foi observado reducéo do
seu diametro quando estratificado na faixa de 60-90um.

12. CONCLUSAO

Concluimos que a ingestdo de frutose combinada a ingestdo de
prednisolona compromete o crescimento corpéreo e induz um quadro
caracteristico de SM enquanto a suplementa¢do com OP parece atenuar
somente as alteracdes relacionadas ao metabolismo lipidico, como
hipertriacilgliceridemia e hiperuricemia. Também concluimos que as
alteragdes metabdlicas causadas pela combinacdo do tratamento s&o
reversiveis em sua maioria apds a interrupcdo do mesmo. Esses achados
alertam para os riscos da associagdo de uma terapia baseada em GC e 0
consumo regular de bebidas adogadas e acrescentam informagdes
alentadoras acerca da plasticidade do organismo e dos beneficios da
interrupcédo dos fatores causais dos efeitos adversos.
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13. PERSPECTIVAS

Para melhor explicacdo de alguns desfechos encontrados neste
trabalho, mecanismos acerca dos efeitos do tratamento com FP e a
suplementacéo poderiam ser melhor explorados. Estudos que explorem
mecanismos de saciedade, bem como concentracdes de hormonios como
leptina e adiponectina poderiam promover maior compreensédo de fatores
relacionados ao consumo alimentar e perfil inflamatério, bem como
expressdo de enzimas lipogénicas para melhor compreensdo dos
mecanismos acerca do perfil lipidico. Ainda, a criacdo de um grupo
experimental controle para os animais que tiveram a retirada do insulto
apos os 3 meses de tratamento, afim de observar quais efeitos sdo
decorrentes da retirada do tratamento e quais seriam efeitos da idade do
animal.
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Protocsls
PPOOTEZ
Tiulo
anm UTILIZADAS HO LABORATORID DE INVESTIGACAD DE DOENCAS CRONICAS - UDoC / ABDRDAGENS ENDOCRINAS B
ET. &S
de Entrada
0T/05/Z012

Resultadn:
Aprrado

Data/Prazo

04/06/2012

Considerades

Oficio n® 47/CEUA/PRPE 2011 )

Do Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Aoia) Profia) Dr(a) Alex Rafacho, Depariamento de Ciéncias Fisioldgicas - CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relagio ao protocolo de pesguisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

(s procedimentos ¢ lkencados no parecer final estio credenciados para uso no seu laboratdrio pelo periodo
de quatro anos. Cualguer alteragio destes, ou incluséio de novos, deveriio ser apreciados pela
CEUA-UFSC novamente.

Este credenciamento € valido para a utilizagio das espécies animais: guinhenios camundongos {Mus
musculus) ¢ quinhentos ratos (Rattus Norvegicus).

Procedéncia do animal: Biotero Central da UFSC,

Por ocasifio do término deste periodo de credenciamento, DEVERA SER APRESENTAIM RELATORIC
detalhado mlacionando o uso de animais com estes procedimentos aos resultados obtides, conforme
formulirio ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatdrio Final previste para (90 dias apds tbrmine da viginda do ou NG da de um mve
protodiki}
Data 05/09/201&

Data 05/06/2012

Parecer] es):

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




