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RESUMO

O presente trabalho foi pensado perante a escassez de pesquisas voltadas a esteatose
hepéatica gordurosa néo alcodlica em criangas, por essa razao, ratos Wistars do grupo tratado
(GTH, n=4) foram alimentados com racdo hiperlipidica, bem como do grupo controle (GCN,
n=4) foram alimentados com racdo normolipidica, todos a partir dos 21 dias de idade. O
protocolo foi pensado afim de mimetizar criangas que sao submetidas a dieta rica em gorduras
e o resultado causado durante a fase adulta. Portanto, o principal objetivo do presente estudo
foi avaliar a presenca de esteatose hepatica gordurosa ndo alcodlica em ratos Wistar
submetidos a uma dieta rica em gorduras desde o desmame até a fase adulta. Apos a fase
de alimentag&o, os animais foram submetidos a eutanasia e seus respectivos figados foram
processados e emblocados em parafina. A partir desse momento, comeca a fase de anélise,
gue diz respeito ao corte dos 6rgédos, coloragdo em Hematoxilina-Eosina, fotografia das
laminas em cinco campos previamente pensados e a contagem dos vacuolos hepéticos. Os
resultados da contagem foram dispostos em tabelas para melhor andlise. A partir da pesquisa,
foi possivel constatar que a alimentacdo gordurosa interfere no surgimento da esteatose
hepética gordurosa néo alcodlica, pois houve um aumento significativo no niamero total de
vacuolos hepéaticos presentes nos ratos do grupo hiperlipidico (GTH) em comparacao ao
grupo normolipidico (GCN).
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ABSTRACT

The present work was thought of in view of the scarcity of research aimed at non-alcoholic
fatty liver disease in children, for this reason, Wistar rats in the treated group (GTH, n=4) were
fed with high-fat diet, as well as in the control group (GCN, n=4) were fed with normolipid diet,
all from 21 days of age. The protocol was designed to mimic children who are subjected to a
high-fat diet and the result caused during adulthood. Therefore, the main objective of the
present study was to evaluate the presence of non-alcoholic fatty liver disease in Wistar rats

submitted to a high-fat diet from weaning to adulthood. After the feeding phase, the animals
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were euthanized and their respective livers were processed and embedded in paraffin. From
that moment on, the analysis phase begins, which concerns the cutting of the organs, staining
with Hematoxylin-Eosin, photographing the slides in five previously designed fields and
counting the hepatic vacuoles. The counting results were arranged in tables for better analysis.
From the research, it was possible to verify that the fatty diet interferes in the appearance of
non-alcoholic fatty liver disease, since there was a significant increase in the total number of
hepatic vacuoles present in the rats of the hyperlipidic group (GTH) compared to the
normolipidic group (GCN).

Keywords: Hepatic Steatosis. Wistar Rats. Hyperlipidic Diet.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade € definida pelo
excesso de gordura depositada em diversas e diferentes partes do corpo. Esse fator pode
levar a um grau de inflamacéo, existindo a possibilidade de coexisténcia de fatores de risco
para a saude, bem como, associacdo a outras doencas. Dados do IBGE estimam que
mundialmente mais de 600 milhdes de adultos e mais de 100 milhdes de criancas apresentam

diagnéstico de obesidade (Unesp, 2021).

A obesidade é um importante problema de salde publica mundial e, portanto, é
fundamental prevenir o seu desenvolvimento desde inicio da vida. Estd bem estabelecido que
consumo demasiado de alimentos gordurosos é um dos fatores que pode levar a obesidade
(Fiocruz, 2022), devendo-se evitar o consumo desse tipo de alimento durante a infancia, e
claro, no decorrer da vida. No Brasil, a doenca afeta cerca de 13% das criangas entre 5 e 9
anos, sendo que dentro dessa faixa etaria 28% apresentam excesso de peso, um alerta para
o risco de obesidade ainda na infancia ou futuramente, diz Ministério da Saude (Governo
Federal, 2021).

A doenca hepética gordurosa ndo alcodlica ou esteatose hepética n&o alcoolica esta
intimamente relacionada a obesidade e ocorre em individuos que ndao consomem alcool em
guantidades consideradas danosas ao figado. Além do seu potencial progressivo, a melhora
espontanea das lesfes histoldégicas em pacientes com esteatose hepatica gordurosa nao
alcodlica é incomum, pelo contrario, o estado do paciente pode evoluir para insuficiéncia
hepéatica apresentando ictericia, ascite, encefalopatia hemorragia digestiva e 0bito

relacionado a doencas hepéticas (Angulo, 2005).

Diante disso, se faz necessario testar a hiptese de que o alto consumo de uma dieta
rica em gordura desde o desmame até a fase adulta de ratos Wistar pode causar um quadro
de esteatose hepatica gordurosa néo alcodlica, simulando o que ocorre em humanos, ou seja,
0 consumo demasiado de gorduras desde a infancia pode determinar o desenvolvimento de

esteatose hepatica gordurosa ndo alcodlica no adulto.

2. REFERENCIAL TEORICO

O figado é o segundo maior 6rgédo do corpo, sendo a maior glandula localizada na
cavidade abdominal, abaixo do diafragma e deslocada para a direita. Esse 6rgédo é
responsavel por processar e armazenar nutrientes absorvidos no trato gastrintestinal para a
utilizacdo em outros tecidos. O componente estrutural basico do figado é o hepatdcito, que

s&o células de origem epitelial agrupadas em I6bulos hepaticos (Unesp, 2020). Orgéo este
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gue mesmo sem ser sua funcdo pode acumular gordura, 0 que pode levar a quadros de

esteatose hepética.

A esteatose hepética gordurosa nédo alcodlica é considerada uma condi¢do clinico-
patolégica que se caracteriza por acumulo de lipideos no interior dos hepatocitos devido a
grande ingestdo de alimentos altamente caldricos. O quadro patoldgico lembra o da lesdo
induzida por alcool, mas ocorre em individuos sem ingestao significativa, por sua vez,

considerada uma desordem metabdlica (Moll, 2006).

Considerando especificamente criancas e adolescentes, o ambiente escolar tem
grande importancia na promoc¢ao da alimentacdo saudavel e adequada, pois € um espaco
onde passam a maior parte de seu tempo e se desenvolvem (Scielo, 2018). Contudo,
pesquisas demonstraram que, atualmente, o ambiente escolar tem contribuido de forma
contraria. Grande parte dos alimentos vendidos nas cantinas das escolas apresentam baixo

teor de nutrientes e alto teor de agucar, gordura e sédio (Ministério da Saude, 2007).

Saindo do ambiente escolar, foram avaliados a qualidade nutricional de alimentos
industrializados com apelo ao publico infantil. Cerca de 44 produtos foram avaliados, e o
resultado foi que 84% deles apresentavam alto teor de agucar, sodio e gordura, ou seja,

alimentos ndo saudaveis (IDEC, 2012).

A OMS alertou que no mundo, pelo menos, 5 bilhdes de pessoas apresentam risco de
desenvolver doencas associadas ao uso de gorduras trans, principalmente industrial, que
causa cerca de 500 mil mortes a cada ano (OMS, 2019). A quantidade recomendada para
consumo (desde 2003) pela Sociedade Brasileira de Cardiologia € de 35% de gorduras
diarias, ressaltando que outras fontes também devem ser consumidas e pode variar de acordo

com o estilo de vida de cada individuo, pois é um valor estimado (Sirio Libanés, 2017).

Quando o assunto “alimentacao rica em gorduras” é citado, logo o termo “obesidade”
€ lembrado. A obesidade é capaz de causar lesdes em 6rgdos como o coracéo, rim e o figado
(Jong et al., 2002; Lima et al., 2014; Mendonca et al., 2015; Jardim et al., 2016). A prevaléncia
dos quadros de obesidade e sobrepeso s6 tem aumentado na maior parte dos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, atingindo propor¢des epidémicas (Barone et al., 2016).
A OMS publicou que em 2016, cerca de 690 milhdes de adultos eram obesos e
aproximadamente 340 milhfes de criancas e adolescentes apresentavam sobrepeso ou
obesidade (OMS, 2017).

Na mesma publicacdo a OMS definiu a obesidade como um acumulo excessivo de

gordura corporal (OMS, 2017), sendo a principal causa do aumento da adiposidade o padrédo
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de vida sedentario e o excessivo consumo de alimentos industrializados ricos em gorduras
(Pereira et al., 2003; Franco, 2007; Hall et al., 2014).

No laboratério de Fisiofarmacologia Metabdlica cardiovascular e Renal da
Universidade Presbiteriana Mackenzie, jA demonstrou que a administragédo de dieta com 30%
de lipidios, desde o desmame até a fase adulta, foi capaz de causar altera¢cdes funcionais em
rins de ratos (Fiorino et al.,, 2011). Também foram encontradas alteracBes nas citocinas
inflamatdrias renais (Pereira, 2015). Em estudos também foram demonstrados que 0 consumo
de racdo hiperlipidica é capaz de promover o aumento da deposicao lipidica renal,
acompanhado de diminuicdo da funcéo renal (Pereira, 2017), ou seja, 0 alto consumo de

alimentos gordurosos causa efeitos deletérios varios 0rgaos.

3. METODOLOGIA

O projeto no qual foi utilizado o tecido hepético dos ratos, foi devidamente registrado
com o n° 3384090218, e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais em
Experimentacdo da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) no dia 19 de junho de
2018 e pelo Comité de Etica em Uso de Animais em Experimentacdo da Universidade
Presbiteriana Mackenzie registro n° 166-03-2018 no dia 11 de junho de 2018. Portanto, os
outros procedimentos realizados neste projeto também foram submetido ao Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Presbiteriana Mackenzie n° 017-10-2022 no dia
17 de outubro de 2022.

No protocolo anterior para realizacéo dos experimentos, foram utilizados 4 ratos Wistar
machos, recém-desmamados (21 dias de idade), inicialmente pesando entre 50 e 60g. Os
animais foram mantidos no Biotério da Universidade Presbiteriana Mackenzie, em ambiente
apto, com temperatura controlada entre 22°C e 25°C, com o ciclo de 12 horas claro e 12h
escuro, havendo livre acesso a agua e racao comercial ou racao hiperlipidica (preparada no

laborat6rio).

Os animais foram separados de forma aleatdéria em 2 grupos: Grupo Controle
Normolipidico (GCN, n=4), alimentados com ra¢éo comercial para ratos durante 12 semanas
a partir do desmame e no Grupo Tratado Hiperlipidico (GTH, n=4), alimentados com racao

hiperlipidica para ratos durante 12 semanas a partir do desmame.

A dieta hiperlipidica consiste em excesso de lipideos em 30%, pelo acréscimo de
gordura saturada (manteiga comercial Extra Sem Sal) adicionada a ragdo comercial para ratos
(NUVILAB CR-1, PR), triturada e peneirada. Sua composi¢éo nutricional foi anteriormente
padronizada pelo laboratério de Fisiofarmacologia Metabdlica Cardiovascular e Renal da

Universidade Presbiteriana Mackenzie (Fiorino et al., 2011; Fiorino et al., 2016).
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Ao final do protocolo, os animais foram eutanasiados, sem dor ou sofrimento, a partir
de uma sobrecarga anestésica de Cetamina e Xilazina via intraperitoneal. Logo depois os
tecidos hepaticos foram coletados e pesados, em seguida colocados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer.

O tecido hepatico utilizado neste trabalho j4 havia sido processado e incluido em
parafina por conta do antigo protocolo, portanto antes do tecido ser cortado, foi preciso
preparar as laminas, que apresentaram a necessidade de serem silanizadas (de forma
adaptada ao laboratério) para melhorar a aderéncia do tecido na lamina, evitando que abrisse

elou quebrasse, prejudicando sua analise. O processo utilizado foi chamado de hidratacgéo.

A solugéo foi realizada na proporcéao 1:1 contendo 50mL de glicerol e 50mL de alcool
70%, mantido em refrigeracdo. Primeiramente, as laminas foram limpas com sab&o neutro e
agua corrente, depois foram mergulhadas na solucdo hidratante 3 vezes em passagens

rapidas, quando secas, estavam prontas para uso.

Utilizando o micr6tomo, o tecido hepéatico foi cortado em tiras de 5 micrétometros de
espessura, em seguida foram colocados em banho maria com solugcédo de agua e gelatina
(1g/1000mL) a 40°C, para ser possivel manter o tecido liso e esticado sobre a lamina
hidratada. Logo depois, as laminas foram levadas a estufa, sendo mantidas por 24h a 60°C,

com o objetivo de remover 0 excesso de parafina.

Antes da coloracgéo, foi iniciado o processo de desparafinizacdo, utilizando Xilol, em
seguida foram realizadas passagens rapidas em alcoois de forma decrescente em relacao ao
seu teor, para hidratar o tecido, iniciando no alcool 100% e seguindo para 95%, 80%, 70%,
50%, e por fim, agua. Para a realizacdo da analise morfologica do tecido utilizou-se a
coloracdo com o complexo Hematoxilina-Eosina (H-E). Depois da coloragéo as laminas ainda
passarm pelo processo de desidratagcdo com alcoois em ordem crescente, sendo de 95% a
100%, também uma nova diafanizacdo com Xilol sera realizada, para garantir a remocao de
outros residuos, possibilitando a montagem com as laminulas, utilizando o meio de montagem
(Entellan).

Antes das fotografias, as laminas foram analisadas uma a uma com o auxilio de um
microscoépio 6ptico no aumento de 40x, com o objetivo de avaliad-las no quesito qualidade de
corte e coloracdo. Se aprovadas passavam para a fase de fotografias, se reprovadas eram

descartadas e o motivo era investigado para evitar perdas.

Por fim, no processo de fotografia das laminas em aumento de 40x, foram escolhidos
5 campos que abrangessem grande parte do tecido (figura 1). Com a ajuda do programa
IMAGE J foi possivel visualizar as fotos, trata-las conforme necessidade e contar os vacuolos,

dados que foram armazenados em tabelas de Excel (tabela 1 e tabela 2).
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A andlise estatistica foi realizada utilizando o software STATISTIC 6.0. Os resultados
foram apresentados como média * erro padrdo da média (EPM) e analisados por teste t de

student. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

Lembrando os métodos citados acima, para o presente projeto foram divididos dois grupos
de ratos Wistar, sendo eles o Grupo Tratado Hiperlipidico (GTH, n=4) e Grupo Controle
Normolipidico (GCN, n=4). O GTH recebeu rag&o hiperlipidica por 12 semanas a partir dos 21
dias de idade, j4 o GCN foi alimentado com racdo normolipidica por 12 semanas a partir os
21 dias de idade, com o objetivo de avaliar a presenca de esteatose hepatica gordurosa néo
alcodlica em animais alimentados desde o desmame até a fase adulta com dieta rica em

gorduras.

Para cada grupo de animais avaliado foram feitas 5 laminas de cada animal, sendo
fotografado 5 campos por lamina (figura 1), representando um total de 100 fotos para a
contagem de vacuolos.

Figura 1 - Diagrama dos 5 campos de cada lamina: superior esquerdo (1), superior direito (2),
meio 1 (3), meio 2 (4) e inferior (5).

Fonte: Laboratério de Fisiofarmacologia.
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Os 5 campos fotografados foram escolhidos a fim de mapear a maior parte do tecido. Os
campos foram divididos em: Superior esquerdo (1), Superior direito (2), Meio 1 (3), Meio 2 (4)
e Inferior (5). Com o auxilio do programa IMAGE J os vacuolos de ambos os grupos foram
contabilizados, como demonstrado na figura 2 e 3. Para a organizacdo do numero de
vacuolos, os dados foram adicionados ao programa Excel, como demonstrado na Tabela 1,
onde é visivel a disparidade da quantidade de vacuolos presentes no Grupo Tratado

Hiperlipidico em relagédo ao Grupo Controle Normolipidico.

Nas figuras 2 podemos observar uma lamina corada do figado de um animal que recebeu
durante 12 semanas a partir dos 21 dias de idade a dieta hiperlipidica (GTH), mostrando a

presenca de vacuolos em guase todos os campos avaliados conforme assinalados.

Nas figuras 3 podemos observar uma lamina corada do figado de um animal que recebeu
durante 12 semanas a partir dos 21 dias de idade a dieta normolipidica (GCN), mostrando

gue ndo houve a presenca de vacuolos.
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Figura 2 - Grupo Tratado Hiperlipidico (GTH) fotografia dos campos. A: superior esquerdo; B:
superior direito: C: meio 1; D: meio 2; E: inferior; Circulo: refere-se a presenca de vacuolos.

Fonte: Laboratdrio de Fisiofarmacologia.
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Figura 3 - Grupo Controle Normolipidico fotografia dos campos. A: superior esquerdo; B: superior
direito: C: meio 1; D: meio 2; E: inferior.

Fonte: Laboratdrio de Fisiofarmacologia.
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Conforme podemos observar nas figuras das laminas, os animais que receberam a
dieta hiperlipidica (GTH) apresentam maior quantidade de vacuolos do que os animais
controle (GCN). De fato, como mostrado na tabela 1, o grupo que recebeu a dieta hiperlipidica
(GTH) durante 12 semanas apresentou significativamente maior nimero de vacuolos, do que
0s animais do grupo controle (GCN). Esses resultados, sugerem que a dieta hiperlipidica
ofertada desde o desmame até a fase adulta, ou seja, durante o desenvolvimento e
crescimento foi capaz de induzir a um quadro de esteatose hepatica gordurosa nao alcodlica

nesses animais.

Na figura 4 observamos um total de 68 vacuolos nos 4 animais do grupo controle
normolipidico (GCN) considerando os 5 campos avaliados. Enquanto na figura 5, os animais
gue receberam a dieta hiperlipidica (GTH) apresentaram 623 vacuolos, uma diferenca de 89%

no numero de vacuolos.

Figura 4 - Total de vacuolos divididos em campos do Grupo Controle Normolipidico (GCN).

GRUPOCONTROLE | INFERIOR NED1 MEO? | SUPERIOROREMO | SUPERIORESQUERDO |  TOTAL
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Figura 5 - Total de vacuolos divididos em campos do Grupo Tratado Hiperlipidico (GTH).
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Como podemos observar na figura 6, os animais do grupo tratado hiperlipidico, ou
seja, que receberam a dieta hiperlipidica, apresentaram estatisticamente maior nimero de

vacuolos do que os animais do grupo controle normolipidico. Segundo o test t, a média de
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vacuolos para o GTH foi de 156 +/- 54,1 unidades enquanto a do GCN foi de 17+/- 10,5
unidades (p=0,046).
Figura 6 - Média dos vacuolos encontrados no Grupo Controle Normolipidico (GCN, n=4) e no Grupo

Tratado Hiperlipidico (GTH, n=4); *p<=0,05.

Grupo Controle Normolipidico (GCN)
X
Grupo Tratado Hiperlipidico (GTH)

800
700 *
600
500
400
300
200
100

*p=0,046

GTH

Fonte: Laboratério de Fisiofarmacologia.

A esteatose hepatica gordurosa ndo alcodlica é uma condi¢do clinico patolégica
considerada comum dentro da sociedade, caracterizada pela presenca de vacuolos de
lipideos, principalmente triglicerideos, dentro dos hepatdcitos (Borges, 2008). Levando esse
aspecto em consideracdo, os ratos Wistar tratados com racao hiperlipidica (GTH) sofreram
um aumento significativo na quantidade de lipidios presentes nos hepatdcitos,
consequentemente, aumentando a expressdo de vacuolos, considerando um quadro de
Esteatose Hepética Gordurosa N&o Alcodlica. Em comparagcdo com os ratos Wistar
alimentados com racao normolipidica (GCN), o aumento de vacuolos foi muito baixo, cerca

de aproximadamente 89% a menos.

Pensando nas criancas e adolescentes em idade escolar, que é o foco da pesquisa, 0
ambiente oferece grande influéncia no fator alimentagdo saudavel, pois € onde passam

grande parte de seu tempo. Porém, estudos apontam que o ambiente tem se mostrado o
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oposto do esperado. As cantinas, em grande parte dos produtos que vendem, ndo se

preocupam com o valor nutricional das mesmas (Ministério da Saude, 2007).

N&o apenas o aspecto escolar se mostra como alerta, os alimentos industrializados com
apelo ao publico infantil também podem ser enquadrados nesse nicho. Lembrando da
pesquisa citada acima, cerca de 44 produtos foram avaliados e dentre eles 84% apresentam

alto teor de acgucar, sodio e gordura (IDEC, 2012).

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do estudo confirmaram nossa hipoétese, atingindo o objetivo proposto, ou
seja, a dieta hiperlipidica administrada desde a infancia até a fase adulta foi capaz de induzir
a um quadro de esteatose hepatica gordurosa nao alcodlica, observada pelo aumento da

presenca de vacuolos no figado de ratos Wistar.

Com os resultados acima, é valido ressaltar a necessidade de uma atitude de saulde
publica, principalmente na atencao basica de saude, bem como na educacao alimentar, pois
a saude de muitas criancas e familias sdo/serdo sensibilizadas. Também ressalvo a
necessidade de, em casos extremos, o delineamento de um plano de salde para que ainda

possa ser evitada a esteatose hepatica ndo alcodlica e/ou outras doencas.

A obesidade ndo é um problema fécil de ser solucionado, e como j& citado, acarretam
diversos problemas de saude envolvendo 6rgdos importantes, portanto, se o quanto antes

esses casos forem diminuindo, melhor sera para a sociedade como um todo.

Estudos j& demonstraram que individuos obesos apresentam estresse de reticulo em
orgaos como tecido adiposo e figado (Ozcan et al., 2004; Gregor et al., 2009; Fu et al., 2011;
Pagliassotti et al., 2016) e que o treinamento fisico é capaz de reduzir o estresse de reticulo

nestes tecidos (Luz et al., 2011).
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