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RESUMO

A sindrome metabdlica esta presente em grande parcela da populacdo mundial e o
namero de acometidos em crescimento. Devido ao impacto na salude e economia,
causado em razao desta condicao, atualmente, é considerada um problema de saude
publica a ser enfrentado. Embora o estabelecimento da doenca seja multifatorial, a
alimentacdo € um dos fatores primordiais. Por isso, pesquisadores em todo mundo
tém se empenhado na busca de alimentos com propriedades funcionais que possam
auxiliar no tratamento da sindrome metabdlica e dos fatores de risco associados.
Nesse sentido, o Oleo bruto da polpa de buriti (BPO), alimento tradicionalmente
consumido por residentes no Pantanal, Cerrado e Amazonia brasileira, devido a ser
rico em acido oleico, tocoferbis e carotenoides, emerge como um alimento com
potencial funcional. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
suplementacdo de BPO nos disturbios metabdlicos causados por uma dieta
hiperlipidica. Foi realizado um estudo experimental com quatro grupos de
camundongos C57bl/6. Um grupo magro com dieta AIN-93M e suplementagdo com
6leo controle, um grupo obeso com dieta hiperlipidica e suplementacdo com o6leo
controle e dois grupos obesos com uma dieta hiperlipidica e suplementacao de BPO
nas quantidades de 50 e 100 mg / kg. Ao final do experimento, verificamos que o BPO
agravou o estado metabdlico causado pela dieta hiperlipidica, agravando os fatores
de risco associados a sindrome metabdlica, como circunferéncia abdominal e gordura
retroperitoneal, niveis séricos de colesterol total, acido Urico, alanina transaminase,
glicose e triglicerideos, além de gordura renal, além de as mudancas no controle
glicémico e marcadores de estresse oxidativo. Concluindo, camundongos C57bl/6
alimentados com dieta hiperlipidica e suplementados com BPO de forma preventiva,
ou seja, antes da instauracdo das alteracdes metabdlica caracteristicas da obesidade
e sindrome metabdlica, apresentaram piora nos fatores de risco metabdlicos
associados a estas condicoes.

Palavras-chave: 6leo de buriti, sindrome metabdlica, obesidade



ABSTRACT

Metabolic syndrome is present in a large portion of the world population, and the
number of people affected is growing. Due to the impact on health and the economy
caused by this condition, metabolic syndrome is currently considered a public health
problem to be faced. Although the onset of the disease is multifactorial, food is one of
the primary factors. For this reason, researchers around the world have been engaged
in the search for foods with functional properties that can help in the treatment of
metabolic syndrome and the risk factors associated with it. In this sense, buriti pulp oil
(BPO), a food traditionally consumed by residents in the Pantanal, Cerrado, and
Brazilian Amazon, due to being rich in oleic acid, tocopherols, and carotenoids,
emerges as a portion of food with functional potential. Thus, this study aimed to
evaluate the effect of BPO supplementation on metabolic disorders caused by a high-
fat diet. To verify this, an experimental study was carried out with four groups of
C57bl/6 mice. One lean group with AIN-93M diet and control oil supplementation, one
obese group with high-fat diet and control oil supplementation, and two obese groups
with a high-fat diet and BPO supplementation in the amounts of 50 and 100 mg/kg. At
the end of the experiment, we found that BPO worsened the metabolic state caused
by the high-fat diet, worsening the risk factors associated with MS, such as abdominal
circumference and retroperitoneal fat, serum levels of total cholesterol, uric acid,
alanine transaminase, glucose, and triglycerides, in addition to renal fat, in addition to
changes in glycemic control and oxidative stress markers. C57bl/6 mice fed a high-fat
diet and supplemented with BPO preventively, that is, before the onset of the metabolic
changes characteristic of obesity and metabolic syndrome, showed a worsening in the
metabolic risk factors associated with these conditions.

Keywords: buriti oil, metabolic syndrome, obesity
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas um ambiente obesogénico tem se instaurado em diversos
paises do mundo. O estilo de vida caracterizado pela alta ingestdo de alimentos
densamente caldricos — mas pobres em nutrientes —, 0 aumento no consumo de
gorduras trans e aditivos alimentares e a baixa atividade fisica tém gerado
consequéncias a satde da popula¢do mundial (SAHAGUN et al., 2012).

No Brasil, em 2009, a desnutricdo era o principal fator de risco de morte. Apds
uma década, em 2019, esta condigdo ocupa a 7° colocacdo, enquanto o ou indice de
Massa Corporal (IMC) elevado se encontra em primeiro lugar (IHME, 2021).

A combinacdo de baixa atividade fisica e superalimentacdo, pode levar a
obesidade, doenca que aumenta o risco do desenvolvimento de diabetes melito tipo
Il, doencas cardiovasculares, apneia do sono, doenca hepatica gordurosa nédo
alcoolica (DHGNA), sindrome metabdlica e outras comorbidades e doencas crénicas
n&o transmissiveis (SAHAGUN et al., 2012).

Nesse sentido, ano apds ano, a busca de medicamentos, dietas, alimentos,
exercicios fisicos e terapias complementares para o tratamento da obesidade tém
crescido, atingindo um total de 31.847 pesquisas indexadas no PudMed em 2020.

O principal tratamento para reversdo da obesidade consiste na reducédo de
calorias consumidas, aumento de atividade fisica e terapia cognitivo comportamental
(MAKRIS; FOSTER, 2011). Ingerir menos calorias do que se consome, ou seja, ter
um balanco energético negativo € um fator fundamental para a perda de peso.
Entretanto, a forma com que isto é feito tém sido objeto de estudo de diversas
pesquisas. Hoje sabemos que, ndo sé o total caldrico importa, mas também a
distribuicdo de macronutrientes e micronutrientes, o horario de realizacdo e
quantidade das refei¢cfes, os alimentos que compdem a dieta e outros fatores também
influenciam no processo de controle da obesidade (ARD et al., 2016).

Atualmente, é inequivoco que alimentos ndo possuem somente funcdes
energéticas, mas também influenciam funcbes celulares primordiais, como a
expressao génica e a maturacao de proteinas. A capacidade dos nutrientes regularem
a expressao de proteinas, e consequentemente, influenciarem o funcionamento de
glandulas, 6rgéos e tecidos, elenca a utilizagédo de alimentos com potencial funcional
para o tratamento de doencas (LORENZERI, 2015).
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Dessa forma, surge a nutrigendmica, ciéncia destinada a estudar como 0s
alimentos alteram a acao transcricional (transcriptémica), traducional (proteémica) e
metabdlica (metaboldomica) (LORENZERI, 2015). Ao determinar como a nutricao
influencia vias metabdlicas e o controle homeostatico, a nutrigenémica abre caminho
para utilizacdo de intervencdes dietéticas eficazes, capazes de prevenir doencas e
contribuir para melhora da satide (MULLER et al., 2003).

Os nutrientes podem regular a atividade celular por intermédio de mecanismo
transcricionais, ou seja, alterando a transcricdo de acido ribonucleico mensageiro
(RNAm), ou pés-transcricionais, influenciando na traducdo de proteinas. A regulacéo
da transcricdo mediada por nutrientes pode acontecer de forma direta, quando um
nutriente se liga a um fator de transcricéo e altera a expressao de genes, ou de forma
indireta, que ocorre quando determinado nutriente se liga a uma proteina que por sua
vez regula o funcionamento de fatores de transcricdo. Nutrientes podem tanto
ativar/aumentar a transcricdo de genes (upregulation) quanto inibir/reduzir
(downregulation) (LORENZERI, 2015).

Os acidos graxos podem se ligar a receptores especificos que alteram o
funcionamento de fatores de transcricdo nuclear, dessa forma a expressao de
diversos genes pode ser alterada de acordo com a composicéo dos lipideos da dieta.
Segundo Muller et al. (2003), os principais fatores de transcricdo modulados por
acidos graxos sao: PPARs (Receptor ativado por proliferador de peroxissoma),
SREBPs (Proteinas de ligacdo ao elemento regulador de esterol), LXR (Receptor X
do figado), HNF4 (Fator Nuclear de Hepatécitos 4) e ChREBP (Proteina de ligacdo a
elemento responsiva a carboidratos).

Por isto, a capacidade dos 6leos e gorduras influenciarem o metabolismo tem
sido alvo de diversas pesquisas experimentais em camundongos (C57bl/6) (AYDOS
et al., 2019).

Vale destacar que, além dos lipideos, as vitaminas também regulam diversos
fatores de transcricdo como, por exemplo, 0 RXR (receptor de retinoide X) e o RAR
(receptor de acido retinoico) cuja atividade pode ser influenciada pela vitamina A, e 0
PXR (receptor pregnano X) que pode ter sua funcéo regulada pela vitamina E. Além
disto, as vitaminas A e E, apresentam potencial antioxidante (MULLER et al., 2003).

Neste sentido, € bem descrito que o dano oxidativo esta positivamente
correlacionado com a obesidade e desempenha papel importante no estabelecimento

e progressdao da DHGNA, aumentando a inflamacdo, a resisténcia a insulina e
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contribuindo para a progressao da fibrose hepatica (FERNANDEZ-SANCHEZ ET AL.,
2011; BESSE-PATIN et al., 2014; FERRAMOSCA et al., 2017; MASARONE et al.,
2018; TSUCHIDA et al., 2017).

Ha a hipbtese de que restabelecer o estado redox no figado e tecido adiposo
pode ser uma estratégia para aliviar a obesidade (FURUKAWA et al., 2004). Assim,
alimentos com nutrientes antioxidantes e compostos bioativos podem ser adjuvantes
no tratamento da sindrome metabolica e dos disturbios a ela associados. Nesse
contexto, o 6leo bruto da polpa de buriti (BPO) surge como um alimento funcional
potencial.

No entanto, poucos experimentos com animais investigaram 0s possiveis
beneficios e riscos da ingestdo de BPO. E, até o momento, ndo foram realizados
estudos sobre o uso de BPO na prevencao e tratamento da sindrome metabdlica e
das alteracbes metabdlicas relacionadas a obesidade.

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi verificar os efeitos da suplementacéo de
BPO nas alterac8es correlacionadas a sindrome metabdlica provocadas por uma dieta
hiperlipidica, como a desregulacdo na homeostase da glicose e perfil lipidico, o
acumulo de gordura na regido visceral, a alteracdo de marcadores relacionados ao
risco cardiometabdlico e a DHGNA.

Para responder a esse guestionamento, inicialmente foi desenvolvida uma
revisdo bibliografica sobre a obesidade, sindrome metabdlica e 6leo da polpa de buriti,
apresentada no capitulo 2 - Referencial Tedrico, e uma revisdo sobre DHGNA
estruturada em artigo apresentado no apéndice 1. No capitulo 3 sdo apresentados os
objetivos desta pesquisa. Os resultados encontram-se nas publicagcdes conforme
indicado no capitulo 4. A metodologia empregada em cada etapa de pesquisa esta
especificada nas publicacdes que constam nos apéndices. Por fim, o capitulo 5
apresenta as conclusdes a guisa de respostas ao problema de pesquisa e objetivos

propostos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica ndo é, de fato, uma doenca, mas uma condicao, que se
estabelece de acordo com a presenca de diferentes fatores de risco cardiometabdlico
(SAKLAYEN et al., 2018).

Fatores de risco cardiometabdlico é o nome dado aos fatores que englobam
componentes que podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2. Dentre os fatores estdo: hipertriglicidemia,
hiperglicemia, perfil lipidico alterado (baixo colesterol HDL e niveis elevados de
triglicerideos), obesidade abdominal, dislipidemia e resisténcia & insulina (VAZQUEZ
et al., 2019).

A partir do momento que um individuo acumula determinadas alteracdes
metabdlicas, pode-se dizer que este tem sindrome metabdlica (SAKLAYEN et al.,
2018).

A conjuncao de fatores, que define se um individuo tem sindrome metabdlica,
varia entre diferentes organizacdes, mas 0s quesitos mais utilizados em pesquisas
sdo: a definicdo feita pela World Health Organization, em 1999, a estipulada pelo
National Cholesterol Education Program, ATP3, em 2005 e a estabelecida pela
International Diabetes Federation, em 2006. O Quadro 1 apresenta 0s parametros
considerados por estas instituicbes para o estabelecimento do diagndstico de
sindrome metabolica (SAKLAYEN et al., 2018).
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Quadro 1. Sindrome metabdlica, defini¢éo.

WHO (1999)

NCEP ATP3 (2005)

IDF (2006)

Presenca obrigatéria de
resisténcia a insulina ou
glicose > 110 mg/dl, glicose 2
horas > 140 mg/dl. Além de
duas ou mais das seguintes
condicdes:

1. Colesterol HDL < 35 mg/dI
(homens) ou < 40 mg/dI
(mulheres);

2. Triglicerideos > 150 mg/dl

3. Razéo cintura/quadril > 0,9
(homens) ou > 0,85 (mulheres)
ou IMC > 30

4. Pressédo sanguinea > 140/90

Presenca de trés ou mais dos
seguintes itens:

1. Glicemia no sangue maior
gue 100 mg/dl ou tratamento
medicamentoso para glicemia
elevada;

2. Colesterol HDL < 40 mg/dl
(homens) ou < 50 mg/dI
(mulheres) ou tratamento
medicamentoso para HDL-C
baixo;

3. Triglicerideos no sangue >
150 mg/dl ou tratamento
medicamentoso para

Cintura > 94 cm (homens) ou >
80 cm (mulheres), juntamente
com a presenca de dois ou
mais dos seguintes itens:

1. Glicemia no sangue maior
gue 100 mg/dl ou diabetes
diagnosticada;

2. Colesterol HDL < 40 mg/dl
(homens) ou < 50 mg/dl
(mulheres) ou tratamento
medicamentoso para HDL-C
baixo;

3. Triglicerideos no sangue >
150 mg/dl ou tratamento

mmHg. triglicerideos elevados;

4. Cintura > 102 cm (homens)
ou > 88 cm (mulheres)

5. Presséo arterial > 130/85
mmHg ou tratamento
medicamentoso para
hipertenséo.

World Health Organization (WHO), National Cholesterol Education Program (NCEP), International
Diabetes Federation (IDF).
Fonte: Traduzido de Saklayen et al. (2018)

medicamentoso para
triglicerideos elevados;

4. Presséo arterial > 130/85
mmHg ou tratamento
medicamentoso para
hipertenséo.

Assim, de forma geral, pode-se dizer que a sindrome metabdlica € uma
condicdo caracterizada pela presenca de alteracbes que aumentam 0O risco
cardiometabadlico,

como a presenca de obesidade abdominal, hipertensao,

hiperlipidemia e resisténcia a insulina.

2.1.1 Epidemiologia da sindrome metabdlica

A prevaléncia da sindrome metabdlica varia de acordo com género, idade,
etnia/raca e conforme o critério escolhido para diagndstico da condicdo. A condicéo
acomete ao menos um quinto da populacdo dos Estados Unidos da América e
aproximadamente um quarto da populacdo europeia (ROCHLANI et al., 2017). J& no
Brasil, é estimado que 29,6% da populacdo tenha sindrome metabdlica (VIDIGAL et
al., 2013).

O excesso de peso e o acumulo de gordura corporal acarreta alteracbes

metabdlicas, portanto, comumente a prevaléncia de sindrome metabdélica corresponde
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a de obesidade, ja que essas duas condi¢Bes estado intimamente correlacionadas
(BUZZETTI et al., 2016; ROCHLANI et al., 2017).

De acordo com a Organizacdao Mundial de Saude, a obesidade € uma doenca
crbnica ndo transmissivel e, atualmente, € um dos maiores desafios a ser enfrentado,
principalmente por paises desenvolvidos (WHO, 2016).

No ano de 2014, o excesso de peso estava presente em cerca de 39% das
pessoas do mundo com mais de 18 anos (IMC = 25 kg/m?). Entre a década de 1980 e
2014 o numero de obesos (IMC = 30 kg/m?) praticamente dobrou (WHO, 2016).
Segundo relatério realizado pela Organizacao das Nac6es Unidas para Alimentacdo
e Agricultura e Organizacdo Pan-americana de Saude, aproximadamente 360 milhdes
de latino-americanos e caribenhos estdo com sobrepeso (58% da populacédo),
enquanto o numero de obesos chega a 23%, totalizando 140 milhdes de pessoas
(FAO; OPAS, 2017). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, em 2019, 63,7%
dos homens de Campo Grande estavam acima do peso (IMC = 25 kg/m?),
estabelecendo a capital Sul-Mato-Grossense como primeira colocada entre as capitais
brasileiras, nesse quesito. Neste mesmo periodo, o nimero de mulheres acima do
peso foi de 52,9% (BRASIL, 2020).

2.1.2 Fisiopatologia da sindrome metabdlica

Conforme abordado anteriormente, a sindrome metabdlica é composta por
diferentes alteragdes. Assim, o0 mecanismo patogénico exato é complexo e ainda néo
foi totalmente elucidado. Atualmente, ainda se € discutido se as alteracdes que
compdem a sindrome metabdlica apresentam manifestacdes patoldgicas distintas, ou
se sdo manifestacdes de um mecanismo patolégico comum (ROCHLANI et al., 2017).

Os estudos epidemiolégicos e a discrepancia na incidéncia da sindrome
metabdlica em diferentes regides, demonstram a importancia que o estilo de vida e os
fatores ambientais podem ter na génese da condi¢cdo. Nesse sentido, sugere-se que
0 excesso de calorias consumidas e a falta de atividade fisica estdo entre os principais
fatores contribuintes (ROCHLANI et al., 2017).

Segundo a Associacao Brasileira para Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabdlica, o ganho de peso esta correlacionado com o estilo de vida vigente na
atualidade. Alteracdes socioecondmicas tém levado a populacdo a consumir

alimentos densamente caloricos, realizar maior numero de refei¢cdes fora de casa e se
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alimentar em menos tempo. Este contexto esta correlacionado com alteracdes na
regulacéao fisioldgica da saciedade, e outras alteracbes metabdlicas que contribuem
para a génese da obesidade (ABESO, 2016).

Entretanto, cabe salientar que, embora o peso corporal total IMC sejam fatores
fortemente correlacionados a existéncia de alteracdes relacionadas a Sindrome
Metabodlica, existem individuos obesos que ndo possuem as alteracdes caracteristicas
da sindrome metabdlica e, em contrapartida, alguns individuos eutréficos tem
sindrome metabdlica (WILDMAN et al., 2008).

Conforme demonstrado por Wildman et al. (2008), de acordo com o0s
parametros da National Cholesterol Education Program (ATP3 - 2005), existe um
subconjunto de individuos com sobrepeso (IMC > 25 kg/m? e <30 kg/m2) e obesos
(IMC = 30 kg/m?) que possuem niveis séricos de glicose, pressao arterial e perfil
lipidico dentro dos padrdes considerados normais, mesmo sem a utilizacdo de
medicamentos especificos para controlar alteracbes nestes parametros. Em
contrapartida, parte dos individuos eutréficos (IMC < 25 kg/m?) sdo metabolicamente
anormais (WILDMAN et al., 2008).

Portanto, embora o peso possua correlacdo com alteracdes metabdlicas, na
pratica clinica, € importante considerar que esse parametro, per se, pode nao
acarretar alteracdes metabodlicas (BRADSHAW et al., 2013).

Mas, sem duvida, o excesso de peso € um dos principais fatores que levam a
disfuncbes presentes na sindrome metabdlica. Individuos obesos possuem quatro
vezes mais chance de desenvolverem alteragcdes metabdlicas do que eutréficos
(BRADSHAW et al., 2013).

Além do peso total, 0 ganho de peso pode ser um fator determinante. Individuos
saudaveis que ao longo de 9 anos ganharam peso, apresentaram maior probabilidade
de desenvolver alteracbes metabolicas, do que individuos obesos com peso
constante. Ou seja, 0 ganho de peso em individuos adultos representa um risco para
desenvolvimento de alteragcdes metabdlicas, independente do IMC (BRADSHAW et
al., 2013).

A obesidade possui causas etioldégicas multifatoriais sendo influenciada por:
caracteristicas genéticas, alimentacao, estilo de vida, fatores emocionais e fatores
ambientais que cercam o paciente (HRUBY; HU, 2014).

A obesidade é caracterizada pelo excesso de peso em relagéo a altura, com

acumulo de gordura principalmente na regido abdominal. Frequentemente é
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acompanhada de inflamacdo crbnica sistémica de baixo grau e pode gerar
complicacBes como: diabetes tipo I, canceres, doencas cardiovasculares, DHGNA e
outras patologias. Devido a ampla gama de comorbidades e alteracbes metabdlicas a
doenga se tornou um problema mundial de satde publica (GONZALEZ-MUNIESA et
al., 2017). Além disso, a obesidade é a maior causa de doencas e mortes e que
poderiam ser evitadas em todo o mundo (HRUBY; HU, 2014).

Para entender como 0 excesso de peso pode passar a ser patoldgico,
acarretando nas alteragfes relacionadas a sindrome metabdlica, primeiro é preciso

compreender as caracteristicas do tecido adiposo.

2.1.2.1 Caracteristicas e fun¢des do tecido adiposo

O individuo obeso possui excesso de gordura corporal, que é caracterizado
pelo acumulo de triglicerideos, predominantemente, nos adipécitos. O tecido adiposo
(TA) é um 6rgdo enddécrino que, em condicbes normais, € um dos principais
responsaveis pela homeostase energética em mamiferos (VEGIOPOULOS et al.,
2017).

Os seres humanos possuem tecido adiposo por todo corpo, porém, com
diferentes composicdes. O tecido adiposo marrom é relacionado a oxidacdo de
lipideos e termorregulacdo, processo regulado pela expressdo da proteina
desacopladora 1 (UCP1), que influencia a dissipacéo de energia pelo desacoplamento
da atividade da cadeia transportadora de elétrons na mitocondria, motivo pelo qual
esse tecido possui esta organela em abundancia (CAPUTO, 2017). Ja o tecido
adiposo branco, € o principal local de armazenamento de lipideos na forma de
triglicerideos e possui importante funcdo enddcrina, capaz de regular o
armazenamento e mobilizac&do de energia em diversos tecidos (CAPUTO, 2017).

Atualmente, estudos relatam a capacidade de “escurecimento” do tecido
adiposo branco, que pode mudar sua caracteristica primordial, se tornando tecido
adiposo bege ou similar a marrom e passando a ter caracteristicas termogénicas (HU
et al., 2017; TAMUCCI et al., 2017; THYAGARAJAN et al., 2017). Os dois depdsitos
mais abundantes de tecido adiposo branco séo: o subcutaneo e o visceral, sendo que,
0 Ultimo possui maior relagcdo com o metabolismo hepatico, pois secreta adipocinas
na circulacdo porta, enquanto as adipocinas secretadas pelo primeiro entram
diretamente na circulagéo sistémica (CAPUTO, 2017; OUCHI, 2011).
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A capacidade de adipdcitos armazenarem substratos em situagfes de superavit
calorico e poderem libera-los no estado de déficit € um mecanismo importante para
sobrevivéncia. Dada esta relevancia, o armazenamento e a liberacéo de lipideos no
TA é um processo intimamente controlado por hormdnios. No estado p6s-prandial, a
insulina promove o armazenamento de triglicerideos em organelas denominadas
goticulas lipidicas (GLs), ao passo que, em jejum, catecolaminas desencadeiam o
processo de lipolise, com consequente liberacdo de acidos graxos livres na corrente
sanguinea (CAPUTO, 2017; OUCHI, 2011).

Os acidos graxos liberados na corrente sanguinea, podem servir de substrato
energético para diversos tecidos ou, caso ndo sejam utilizados, sdo novamente
ligados ao glicerol, formando triacilgliceréis —também denominados: triglicerideos. Em
geral, os triglicerideos sdo formados nos adip6citos e hepatécitos pelo
empacotamento de trés acidos graxos a uma molécula de glicerol. Os acidos graxos
sao obtidos a partir da dieta ou pela via metabdlica denominada lipogénese de novo
— processo que converte carbonos advindos de carboidratos em acidos graxos — que
ocorre principalmente no tecido adiposo e figado e, por fim, sdo armazenados dentro
das GLs (VEGIOPOULOS et al., 2017).

As GLs sdo organelas encontradas em quase todos os organismos, de
bactérias a células de mamiferos (ONAL et al., 2017). Sua formacéao inicia-se na
bicamada fosfolipidica do reticulo endoplasmatico, onde, enzimas como a
diacilglicerol O-aciltransferase 1 (DGAT1) e glicerol-3-fosfato aciltransferase 4
(GPAT4), sintetizam triglicerideos. Com o acumulo de lipideos, a membrana do
reticulo endoplasmatico passa a uma conformacéo em forma de esfera até que, ao
alcancar determinado tamanho, se desprende do reticulo endoplasmatico formando
uma goticula lipidica composta externamente por uma camada Unica de fosfolipidios
e internamente por triglicerideos, diglicerideos, ceramidas e ésteres de colesterol
(GLUCHOWSKI et al., 2017; MORALES; BUCAREY; ESPINOSA, 2017).

As GLs sdo consideradas organelas dinamicas, pois possuem magquinaria
celular especifica para controle de sua biologia (GLUCHOWSKI et al., 2017). Dentre
as proteinas que compdem as GLs nos hepatocitos, destaca-se a Perilipina (PLIN2),
cuja expressao esta aumentada na DGHNA (CARR; AHIMA, 2016). Essa proteina é
relacionada a formacdo das GLs e, camundongos nocauteados para expresséo de
PLIN2, possuem resisténcia a obesidade e DHGNA induzida por dieta hipercalorica
(CARR; AHIMA, 2016; ITABE et al., 2017; LIBBY et al., 2016). A expresséao de PLIN2

22



MRNA é regulada pelo PPAR-a, PPAR-y, pelo RXR, SREBP-1 e SREBP-2 (ITABE et
al., 2017, LIBBY et al., 2016).

O processo de acumulo de triglicerideos nas goticulas lipidicas permite o
estoque de fontes energéticas, sendo fundamental para sobrevivéncia, principalmente
em periodos de escassez de alimento. Porém, quando em excesso, esse processo
pode se tornar patolédgico devido a disfuncéo do tecido adiposo e, consequentemente,

levando a alteracdes metabdlicas.

2.1.2.2 Disfungéo do tecido adiposo

A obesidade é uma doenca multifatorial, mas o aumento da gordura visceral
acompanhado de disfuncéo do tecido adiposo e a inflamacéo cronica sistémica de
baixo grau, podem ser os gatilhos iniciais que acarretam outras alteracoes
relacionadas a sindrome metabodlica (MATSUZAWA; FUNAHASHI; NAKAMURA,
2011).

Ainda € incerto o gatilho exato que leva ao surgimento da inflamacgé&o crénica
sisttmica de baixo grau. O que é certo € que a inflamacdo esta intimamente
correlacionada com a obesidade e que, quanto maior a inflamagcdo, maior € a
resisténcia a insulina e a incidéncia de diabetes tipo 2 (REILLY et al., 2017).

Dentre os possiveis gatilhos que desencadeiam a inflamac@o destacam-se:
antigenos advindos da microbiota intestinal, excesso de caloria, lipideos da dieta ou
endogenos; morte de adipdcitos e o estresse mecanico (REILLY et al., 2017). Todos
estes gatilhos sédo fatores importantes que levam a desregulacéo do tecido adiposo.

A desregulacéo do tecido adiposo pode ocorrer por diferentes mecanismos. O
estiio de vida e o padrédo alimentar pode acarretar alteracbes epigendémicas e
nutrigenémicas, com consequente aumento da inflamacgéo, reducéo da capacidade de
B-oxidagdo, aumento da lipogénese, aumento do estresse oxidativo, aumento da
permeabilidade intestinal, alteragdes na microbiota intestinal, desregulagcdo hormonal
e acumulo excessivo de triglicerideos nas goticulas lipidicas, com consequente
hipertrofia dos adipoécitos (Figura 1). Todos esses fatores, em conjunto, podem

contribuir para que o excesso de peso se torne patologico (LONGO et al., 2019).
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Figura 1. Resposta do tecido adiposo ao balango energético positivo. a) Os pré-adipdcitos, em resposta
a um excedente caldrico, se transformam em adipécitos maduros. A hiperplasia do tecido adiposo,
esta relacionada a menor resisténcia a insulina e inflamac&o. b) Em resposta a um excedente calérico,
0os adipdcitos se hipertrofiam. Esta resposta esta associada a maior infiltracdo e ativacdo de
macréfagos, aumento de citocinas pré-inflamatérias, reducéo de citocinas anti-inflamatérias, resisténcia
a insulina e inflamag&o crénica sistémica de baixo grau.

Fonte: Elaboracgéo propria

A hipertrofia dos adipdcitos associada a outros fatores comumente presentes

nos individuos com sindrome metabdlica, como o aumento da permeabilidade

intestinal e consequente translocacéo de lipopolissacarideos advindos da microbiota,

contribuem para inflamacéo do tecido adiposo, conforme apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Tecido adiposo disfuncional. A hiperplasia dos adipdcitos resulta na obstru¢do de vasos
sanguineos, comprometendo a entrega de oxigénio as células e, consequente, levando a morte de
adipdcitos, que passam a liberar proteinas moleculares associadas a dano (DAMPs). Os DAMPs ativam
0 dominio da pirina da familia NLR contendo 3 (NLRP3), que aumenta a transcricdo de genes
relacionados a inflamacé&o. A inflamacao também é estimulada pela ativagao do fator nuclear kappa 3
(NF-kB). Os lipopolissacarideos (LPS) derivados da microbiota intestinal ativam este fator apds serem
reconhecidos nos receptores do tipo toll 4 (TLR4). Também, apéds interceptados pelo receptor do tipo
toll 2 e 4, os &cidos graxos livres presentes na corrente sanguinea realizam a mesma sinalizagdo. Além
disso, a hipdxia e o estresse mecénico também podem ser fatores que aumentam a atividade do NF-

lIﬁ(s).nte: Adaptado de Reilly et al. (2017)

Portanto, tanto os fatores relacionados com a hipertrofia do tecido adiposo,
guanto outras sinaliza¢des, como o influxo de lipopolissacarideos e os acidos graxos
livres, contribuem para inflamacgéo do tecido.

As citocinas inflamatérias liberadas pelo tecido adiposo vao para corrente
sanguinea e chegam ao figado. Além destas moléculas inflamatdrias, as células
hepaticas também interceptam padrdes moleculares associados a patdgenos
advindos da microbiota intestinal, acidos graxos livres advindosmmda dieta e da
lipdlise no tecido adiposo e, principalmente devido a resisténcia a insulina, ocorre
maior influxo de glicose e insulina ao 6rgao. Em conjunto estas altera¢des irdo modular
a o funcionamento de fatores de transcri¢cao nuclear, a produgao de matriz extracelular
fibrética e contribuem para a DHGNA, conforme explicado com mais detalhes no

Apéndice 1.
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2.2 MARCADORES ASSOCIADOS A SINDROME METABOLICA

Conforme apontado no Quadro 1, a sindrome metabdlica é definida de acordo
com uma conjuncdo de fatores como: o0s niveis de glicose, colesterol HDL,
triglicerideos, presséo arterial e circunferéncia da cintura. Neste sentido, pesquisas
tem estudado diferentes biomarcadores uteis na avaliacdo do risco para

desenvolvimento de sindrome metabdlica e DHGNA.

2.2.1 Resisténcia a insulina

Por mais que o exato mecanismo que leva a resisténcia a insulina ainda seja
incerto, é proposto o estresse oxidativo e a inflamacéo do tecido adiposo e hepatico
leve a ativacao da via da quinase N-terminal c-Jun (JNK) que inibi a sinalizacao feita
pelo substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1), reduzindo o translocamento do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) para membrana celular e,
consequentemente, reduzindo a captacdo de glicose. Com menos glicose sendo
captada, maior é sua concentracdo sérica estimulando o pancreas a continuar
secretando insulina na corrente sanguinea. Portanto, o estresse oxidativo e a
inflamacé&o contribuem para o quadro de resisténcia a insulina, o que pode levar ao
aumento da glicemia e insulina sanguinea, também alterando marcadores como a
hemoglobina glicada, frutosamina e peptideo C (PAHLAVANI et al.,, 2017
ZATTERALE et al., 2020).

2.2.1 Circunferéncia da cintura

Vazquez et al. (2019), demonstraram que, mesmo em individuos clinicamente
saudaveis e ndo obesos, a circunferéncia da cintura esta correlacionada com fatores
de risco cardiometabdlico como: LDL oxidado, triglicerideos, VLDL, colesterol total e
receptor expresso por células mieloides 1 (STREM-1) (biomarcardor correlacionado a
maior risco aterosclerético e inflamacdao cronica sistémica). Portanto, a alteragéo deste
parametro € uma forma pratica e viavel para o controle e prevengdo de doencas
cardiovasculares (VAZQUEZ et al., 2019).
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2.2.2 Alanina Aminotransferase e aspartato aminotransferase

A Alanina aminotransferase (ALT) € uma enzima responsavel por catalisar a
transaminacdo de alanina e 2-cetoglutarato em piruvato e glutamato. Quando
comparado a outros tecidos, esta proteina é expressa em grande quantidade no
figado. A presenca de lesdo nas células hepaticas, causa consequente
extravasamento de ALT, aumentando os niveis séricos da enzima. Por esse motivo é
comumente utilizada como marcador para indicar a inflamacdo e lesdo hepatica
(PRATT et al., 2000).

Embora possua boa especificidade correlacionada a injuria hepatica, alguns
autores indicam que é possivel a existéncia de dano ao figado mesmo com niveis de
ALT dentro dos valores de referéncia até hoje estabelecidos (ZELBER-SAGI et al.,
2006). Zelber-sagi et al. (2006) demonstraram que valores de ALT dentro dos valores
de referéncia, néo foi capaz de predizer a existéncia de DHGNA, entretanto a ALT em
niveis acima de 19,5 U/L possui capacidade de predizer a DHGNA com 72% de
sensibilidade e 60% de especificidade. Os autores ainda evidenciaram que pacientes
com niveis altos de &cido urico e concomitantemente elevados niveis de ALT,
possuem 27 vezes maior prevaléncia de DHGNA, do que paciente com baixos niveis
de acido Urico e ALT, apés ajuste para sexo e idade. Essa predicdo também se
manteve apos ajuste para outras variaveis, com odds ratio de 10,8 (95% CI 3,56—32,5)
para homens e 7,96 (95% CI 2,83-22,4) para mulheres.

Além da ALT, pacientes com sindrome metabdlica e DHGNA também podem
apresentar niveis elevados de aspartato aminotransferase (AST) e de
gamaglutamiltransferase (GGT) (CLARK; BRANCATI; DIEHL, 2003). A elevagao
destes marcadores sdo um indicativo de possivel dano hepatico e podem ser
utilizados para calculo de estimativas do nivel de lesdo hepatica através de
parametros como o NAFLD fibrosis score, o FIB-4 score ou 0 BARD score (ANGULO
et al., 2007; CICHOS-LACH et al., 2012).

2.2.3 Acido urico

O &cido urico ainda é considerado por alguns apenas como o produto do
metabolismo das purinas em humanos, entretanto seu potencial como antioxidante

fisiologico € conhecido ha anos (YU et al., 1994). Devido a essa capacidade em
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combater os radicais livres, 0s niveis séricos de acido Urico podem se elevar como
mecanismo compensatorio em situacfes de elevado estresse oxidativo, estando
correlacionado a resisténcia a insulina (Figura 3) e condi¢cfes presentes na sindrome
metabdlica (ISHIZAKA et al., 2005).

MCP i

Adlponectlna

T

ACIdO Urico Resisténcia a insulina

Oxido nitrico — » JCaptagéo de glicose

Figura 3. Mecanismo basico que acarreta 0 aumento da resisténcia a insulina apos elevagdo nos niveis
séricos de acido urico. O acido Urico sérico aumenta como resposta a uma maior quantidade de
estresse oxidativo. No tecido adiposo, essa elevagdo causa maior expressao citocinas pro-inflamatorias
como a MCP-1 e menor de citocinas anti-inflamatérias, como a adiponectina, contribuindo para
aumento da inflamacdo. Além disso, posteriormente, a elevacdo nos niveis de acido Urico causa
reducdo nas quantidades de 6xido nitrico e consequente menor captacdo de glicose nas células
musculares. Em conjunto, esses fatores contribuem para instauracdo da resisténcia a insulina.
Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1).

Fonte: Elaboracéo propria a partir de informacdes contidas em Keenan et al. (2012)

Varios estudos tém demonstrado que a elevacao do acido Urico pode ser um
fator correlacionado ou preditivo de comorbidades. Ishizaka et al. (2005)
demonstraram que a prevaléncia de sindrome metabdlica aumenta conforme maiores
niveis de &cido urico, tanto em homens como em mulheres.

Com relagéo a problemas cardiovasculares, uma elevagdo no nivel de acido
arico se apresentou como fator independente para prever a incidéncia de placa na
artéria caroétida, em homens (ISHIZAKA et al., 2005). Além disso, Pacifico et al. (2009)
validaram a correlacao entre a hiperuricemia e a espessura intima-média da carotida
em criangas obesas, independentemente da existéncia de outros fatores de risco
associadas a sindrome metabdlica, concluindo que o exame de acido urico pode ser

uma bom parametro para indicar sinais precoces de aterosclerose.
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Em um estudo com 356 criangas com obesidade, para as com 10 anos de idade
Ou menos, 0s niveis séricos de GGT e acido urico apresentaram capacidade de
predizer a incidéncia de DHGNA, sendo que, elevacdes nos niveis de GGT
aumentaram em 1,2 vezes o risco de desenvolvimento da doenga, enquanto as
criangas com maiores quantidades de &cido Urico apresentaram 1,4 vezes maior
chance de desenvolver DHGNA (KIM et al., 2018).

Para adultos em situacéo de risco cardiometabdlico, os niveis de acido Urico
eram maiores naqueles com sindrome metabdlica (5,1+1,6mg/dL), do que quando
comparado aos que tinham pré-sindrome (4,1+1,3mg/dL) ou sem sindrome
metabdlica (3,9+1,2mg/dL), indicando que o acido urico pode ser um bom biomarcador
em pacientes com risco cardiometabdlico (SILVA et al., 2015).

Os valores de acido arico também estéo correlacionados com a incidéncia de
DHGNA em individuos sem obesidade ou sindrome metabdlica. Em um estudo
realizado com 3518 individuos brasileiros, Keenan et al. (2012) demonstraram que
niveis mais altos de acido arico foram associados a valores de proteina C-reativa
ultrassensivel =3mg/dL, relagédo triglicerideos/HDL = 3 e esteatose hepatica,
independente da presenca de sindrome metabdlica e obesidade.

Além da associacdo com a sindrome metabdlica, estudos observacionais
também mostram a correlacdo entre 0s niveis séricos de acido Urico e a DHGNA.
Nesse sentido, para testar se 0s niveis de &cido Urico sdo simplesmente uma causa
da DHGNA ou se esse marcador possui alguma utilidade preditiva, Xu et al. (2010)
acompanharam 6890 individuos por 3 anos, no qual 11,80% desenvolveram DHGNA
até o final do estudo. Os autores verificaram que 7,2% dos individuos do primeiro
quintil de &cido urico desenvolveram DHGNA, contra 9,5%, 11,5%, 13,8% e 17,2% do
segundo, terceiro, quarto e quinto quintil, respectivamente. Mesmo quando a
regressao foi ajustada para idade, sexo e sindrome metabdlica, o nivel sérico de acido
arico ainda se mostrou um parametro independente para desenvolvimento de
DHGNA, ao ponto que, quando comparados ao primeiro quintil, os individuos do
segundo, terceiro, quarto e quinto quintil apresentaram 18%, 32%, 39% e 50% maior
chance de desenvolver a doenca.

O mecanismo que explica a relacdo entre o acido Urico e o acumulo de gordura

hepatica esta descrito na Figura 4 abaixo.

29



mm\ DPH Oxidase

. . s ) . . o
DHGNA , | Atividade Xantina + | Acido Urico ((@0"
Oxidase )
SREBP-1C
feticu\o’ )
endop"asmamo

ACC,FAS,SCD1 |« SREBP-1C

Genes Lipogénicos

Figura 4. Acido Urico e estresse oxidativo. Pacientes com DHGNA possuem maior atividade da enzima
Xantina Oxidase, que converte Xantina em &cido Urico. A elevagdo dos niveis de &cido Urico induz a
ativacdo da NADPH Oxidase, causando estresse oxidativo, que leva a clivagem do SREBP-1c do
reticulo endoplasmatico, que consequentemente, se desloca para o nlcleo aumentando a expressao
de genes lipogénicos como, ACC, FAS e SCD1. Além disso, o estresse oxidativo causado pela NADPH
Oxidase, aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio pela mitocéndria, outro fator
relacionado ao acumulo de gordura hepatica. Doenga Hepatica Gordurosa ndo Alcodlica (DHGNA),
sterol regulatory element-binding protein 1¢ (SREBP-1c), Acetil-CoA carboxilase (ACC), Fatty acid
synthase (FAS), Stearoyl-CoA desaturase (SCD1).

Fonte: Adaptado de Choi et al. (2014)

O nivel de acido urico também apresentou capacidade de predizer a existéncia
de DHGNA diagnosticada por ultrassonografia em um estudo realizado com 1365
individuos chineses, mesmo apos o0 ajuste para resisténcia a insulina, componentes
relacionados a sindrome metabdlica e outros possiveis fatores conflitantes (LIU et al.,
2016).

2.2.4 Colesterol e triglicerideos

Varios fatores contribuem para o aumento dos triglicerideos, colesterol LDL e
redugéo do colesterol HDL no individuo com sindrome metabdlica. Conforme ja
descrito a inflamagéo crbnica sistémica acarreta resisténcia a insulina. O mau
funcionamento da insulina contribui para que o tecido adiposo nao reduza a lipdlise,
liberando constantemente &cidos graxos na corrente sanguinea. Além disso, o
aumento da insulina e glicose intensificam a atividade de fatores de transcricdo como
0 SREBP-1c e a proteina de ligacédo a elemento responsiva a carboidratos (ChREBP),

gue regulam a expressao de genes de enzimas lipogénicas, aumentando a lipogénese

30



de novo. Assim, o influxo de acidos graxos ao figado é alto e satura a capacidade de
oxidacao de gordura nos hepatocitos, levando a lipotoxicidade e aumento do estresse
oxidativo (Figura 5) (KOLOVOU et al., 2005; PERLA et al., 2017).

A exportacdo de lipideos via VLDL também é reduzida, este fato ocorre, pois,
com o aumento intra-hepatico dos triglicerideos, os hepatdcitos passam a inserir mais
lipideos nas VLDLs, fazendo com que estas excedam o diametro dos poros endoteliais
sinusoidais, ou seja, se tornam grandes demais para conseguirem ser exportadas
para corrente sanguinea e passam a se acumular no figado (KOLOVOU et al., 2005;
PERLA et al., 2017).

B-oxidagdo
VLDL v,

Lipogénese de novo

A

Acidos graxos livres

s » Lipotoxicidade
lipélise
I o IACC
S Resisténcia a insulina FAS
- Cinsuina . _ | SREBPC !
. " ChREBP

Iglicose a.

Figura 5. Lipotoxicidade na sindrome metabdlica e doenga hepética gordurosa nédo alcodlica.
Fonte: Elaboracgéo propria

Com aumento dos triglicerideos, o colesterol HDL também & afetado. Isto
ocorre, pois, a proteina de transferéncia de colesterol éster aumenta a transferéncia
de triglicerideos para o HDL que, consequentemente, se torna um HDL rico em
triglicerideos, o que o torna mais apto a ser catabolizado. Além disto, é hipotetizado
gue ocorra reducéo da producao de apo A no figado, reduzindo a formacao de novas
HDL (KOLOVOU et al., 2005).
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2.3 ESTUDOS ANIMAIS COM OLEOS PARA O TRATAMENTO DA SINDROME
METABOLICA

Conforme apresentado nas sec¢des anteriores, a sindrome metabdlica possui
etiologia multifatorial e, um dos fatores importantes na atenuacdo da doenca é o
padréao alimentar (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS, 2016). Nesse sentido,
pesquisadores tém testado a capacidade da suplementacédo de diferentes 6leos, em
atenuar as alteragdes metabdlica causadas por uma dieta hipercalérica.

Lai et al. (2016), estudaram o efeito do 6leo de gengibre e citral (um dos
principais componentes do 6leo de gengibre) em camundongos, e demonstraram que
0 Oleo possui potencial hepatoprotetor contra os efeitos da DGHNA induzida por dieta
hiperlipidica.

Yu et al. (2017), apontaram que o Oleo de microalga foi capaz de reduzir a
gordura abdominal e os niveis séricos de triglicerideos, colesterol, e lipoproteina de
baixa densidade (LDL), em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

Lai et al. (2014), verificaram que o 6leo de alho foi capaz de proteger
camundongos contra os efeitos da DGHNA induzida por dieta hiperlipidica,
inflamacéo, e dano oxidativo.

Park et al. (2016), atestaram que o Oleo de pinhdo foi capaz de reduzir o
aumento de peso e tecido adiposo e reduzir os niveis hepéaticos de triglicerideos, em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Além disso, de acordo com Zhu et al. (2016),
o 6leo de pinhao, através da regulacdo génica, aumenta o metabolismo hepatico de
triglicerideos, a oxidacao de acidos graxos nas mitocondrias e previne a formacéao de
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL).

Yang et al. (2016), aferiram que o Oleo de krill foi capaz de reduzir cerca de
15% do peso ganho por camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, além de
proporcionar reducdo da esteatose hepatica, reduzir os niveis séricos de triglicerideos,
LDL e regular genes relacionados ao metabolismo lipidico e glicidico.

Lee et al. (2016), apontaram que o 6leo da semente de framboesa preta reduziu
0s niveis de acidos graxos hepaticos e de fatores inflamatérios e aumentou a
expressdo de genes que codificam proteina anti-inflamatorias.

D’Espessailles et al. (2015) e Dossi et al. (2017), demonstraram que, o 6leo de
rosa mosqueta apresentou potencial de prevencdo da DHGNA induzida por dieta

hiperlipidica, em camundongos.
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Assim, devido a sua composi¢do, o 6leo da polpa de buriti emerge com um
alimento com potencial funcional. Os principais componentes do 6leo sédo: acido oleico
(72,6 - 78,7%) e o acido palmitico (19,2 - 19,6%) (ALBUQUERQUE et al., 2005;
AQUINO et al., 2012; MEDEIROS et al., 2015). Além disso, o buriti é reconhecido
como fonte de carotenodides. A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), listou o uso do buriti para suprir deficiéncias nutricionais em comunidades
carentes da Amazonia (FILHO; LIMA, 2001). Também foi demonstrado que a ingestéo
de doce de buriti por 20 dias por criancas de 3 a 12 anos foi capaz de eliminar sintomas

relacionados a deficiéncia de vitamina A.

2.4 BURITI (MAURITIA FLEXUOSA)

O buriti € um fruto nativo do cerrado brasileiro, possui epicarpo escamado de
coloracdo amarronzada (Figura 6) e mesocarpo alaranjado, que é a parte
costumeiramente consumida. E ingerido in natura ou pés processado como doce,
vinho, geladinho, sorvete, picolé, 6leo para tempero ou como O6leo para fritura
(CYMERYS, 2005).

Figura 6. Fruto de Buriti (Mauritia flexuosa)
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O fruto tem aproximadamente 5,5 cm de comprimento, 4,5 cm de diametro e
peso médio de 65 g, porém essas medidas variam conforme a localidade e época de
coleta (ROSSI, et al.,, 2014). Sua polpa € rica em acido oleico, tocoferdis e
carotenoides, e é tradicionalmente consumido pela populacdo local de Mato Grosso
do Sul e outros estados brasileiros.

A quantidade de micronutrientes, macronutrientes e compostos bioativos dos
alimentos pode variar de acordo com a época do ano, o solo, a quantidade de chuvas,
e outros fatores, bem como, apoés a colheita, de acordo com pdés-processamento do
alimento (PARADA; AGUILERA, 2007). Dessa forma, € esperada variagdo entre
diferentes pesquisas que se propuseram a estudar as caracteristicas fisico e quimicas
de alimentos.

Sandri et al. (2017) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas e atividade
antioxidante da polpa de Buriti. O fruto foi coletado na cidade de Diamantino, Mato
Grosso. O resultado das analises mostrou que a polpa apresentou maior quantidade
de lipideos (20,92%) e fibras (8,56%), enquanto a quantidade de carboidratos total foi
de 7,28% e de proteina 2,97%. O valor energético total foi de 229,28 kcal a cada 100g
de polpa.

A polpa do Buriti é rica em lipideos e € a principal parte consumida pela
populacdo. Santos et al. (2017), coletaram frutos de Buriti nos meses de janeiro e
fevereiro de 2009 e 2010 em diferentes cidades do estado do Amapéa, na Amazdnia
brasileira. As andlises foram feitas no mesocarpo (polpa) do fruto, que apresentou
83,16% (+ 2.1) de &cido oleico e 16,84% (+ 2.3) de acido palmitico.

O oleo de Buriti vendido comercialmente em Beraca Sabara (Sao Paulo, Brasil)
apresentou 74,21% de acido oleico e 19,81% de &cido palmitico. O éleo também
apresentou quatro isdbmeros de tocoferol sendo o total (3 tocoferdis) de 122,2 mg/kg
1, O ¢leo de buriti também é uma das maiores fontes conhecidas de carotenoides,
apresentando 2.786,83 mg/g™. de B-caroteno (SPERANZA et al., 2018). No estudo
realizado por Sandri et al. (2017), a polpa de Buriti apresentou 9.098 ug/100g de B-
caroteno e 10.086 ug/100g de a-caroteno.

Portanto, o perfil de acidos graxos do Oleo de Buriti € semelhante ao do azeite
de oliva. Estudos prévios, indicam que esse perfil de &cidos graxos pode ser benéfico
na prevencéao da obesidade e da DGHNA. Os pesquisadores Juradoruiz et al. (2016),
estudaram a capacidade do azeite de oliva — rico em &cido oleico — em reverter a

inflamacdo e DGHNA, em camundongos C57bl/6J, causada previamente por uma
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dieta rica em banha de porco. Os autores concluiram que a troca de acidos graxos
saturados por azeite de oliva foi capaz de reverter a DGHNA induzida pela dieta
hiperlipidica.

Xiao et al. (2019), demonstraram que a existéncia de maiores concentracoes
séricas de carotenoides esteve favoravelmente associada a melhora na DHGNA.
Além da importancia dos carotenoides, uma meta-analise feita por Sato et al. (2015),
demostrou que a Vitamina E (tocoferol), esta associada com melhora significativa do
funcionamento do figado e mudancas histoldgicas, em pacientes com DGHNA.

Desta forma, as caracteristicas nutricionais do 6leo da polpa de buriti elencam
a hipotese de que seu consumo pode ser potencialmente benéfico para pacientes

com sindrome metabdlica e justificam o objetivo desta pesquisa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar a influéncia do 6leo da polpa de Buriti (Mauritia flexuosa), nos

marcadores metabdlicos relacionados a obesidade, em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Estabelecer, por meio de revisdo da literatura, um padrdo de delineamento
experimental do modelo animal para avaliacdo da influéncia do 6leo da polpa
de Buriti (Mauritia flexuosa), nos marcadores metabdlicos relacionados a
obesidade, em camundongos;

= Comparar o peso do tecido adiposo, hepético e corporal em camundongos
alimentados ou ndo com éleo da polpa de Buriti;

» Analisar a influéncia do 6leo da polpa de buriti na histologia do tecido adiposo,
renal, pancreatico e hepatico, em camundongos.

= Contrastar os niveis séricos de glicose, proteinas totais, creatinina, colesterol
total, albumina, acido Urico, ureia, triglicerideos, ALT e AST em camundongos
alimentados ou ndo com 6leo da polpa de Buriti;

= Distinguir a tolerancia a glicose em camundongos alimentados ou ndo com 6leo
da polpa de Buiriti;

= Diferenciar o estresse oxidativo no tecido adiposo e hepatico em camundongos
alimentados ou ndo com éleo da polpa de Buriti.
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4 RESULTADOS

De acordo com o proposto no primeiro objetivo especifico, foi realizada reviséo
bibliografica para estabelecer um padréo de delineamento experimental do modelo
animal para avaliacdo da influéncia do 6leo da polpa de Buriti (Mauritia flexuosa), nos

marcadores metabdlicos relacionados a obesidade, em camundongos.

Foram revisados experimentos que pesquisaram a influéncia da
suplementacao de lipideos na doenca hepatica gordurosa néo alcéolica induzida por
dieta hiperlipidica, incluindo artigos publicados entre janeiro de 2014 e maio de 2019.
As pesquisas foram feitas no camundongo C57bl/6. Desta forma, a revisdo serviu
como base para definicdo do delineamento experimental realizado no experimento

desta tese.

Os resultados desta revisdo geraram um artigo publicado no periédico
NUTRIENTS da editora MDPI, qualissfCAPES Al na area interdisciplinar (fator de

impacto 4,171) e estdo apresentados no Apéndice 2.

Os demais objetivos foram respondidos apés a realizagdo de um experimento
animal em camundongos suplementados com 6leo da polpa de buriti. Os resultados
desse experimento estdo no Apéndice 3, na forma de artigo intitulado “Buriti pulp oil
did not improve high-fat diet-induced metabolic disorders in C57bl/6 mice”, publicado
no periodico Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition (Wiley - Online
ISSN:1439-0396), fator de impacto 1,597, qualis/CAPES A2 (2019).

O perfil de acidos graxos do 6leo da polpa de buriti utilizado no experimento, foi
publicado como informagé&o suplementar no artigo “Buriti pulp oil did not improve high-
fat diet-induced metabolic disorders in C57bl/6 mice” e esta disponivel no final do

Apéndice 3.

A composicdo completa das dietas utilizadas no experimento encontra-se no

Apéndice 4.

Esta pesquisa foi devidamente cadastrada no Sistema Nacional de Gestao do
Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o
registro de numero: AB4C726 (Anexo 3).
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Uma coépia do registro na Comisséo de Etica no Uso de Animais encontra-se

no Anexo 4.
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CONCLUSAO

Concluimos que o 6leo da polpa de buriti (Mauriti flexuosa), quando utilizado
de forma preventiva, ndo foi capaz de atenuar as alteracbes metabdlicas causadas
por uma dieta hiperlipidica em camundongos C57bl/6 e ainda agravou alguns
parametros relacionados a sindrome metabdlica.

Quando comparados ao grupo controle obeso, 0 grupo que recebeu a
suplementacdo de 100mg/Kg de 6leo de polpa de buriti, apresentou maior acimulo
de gordura no renal, além de elevacdo nos niveis séricos de glicose em jejum, acido
arico, colesterol total e triglicerideos. Ja o grupo que recebeu a suplementacéo de
50mg/Kg de 6leo de polpa de buriti, teve aumento nos niveis de acido arico e maior
tempo para retornar a glicemia basal no teste de tolerancia oral a glicose.

N&o podemos concluir o real motivo que levou a piora dos parametros
analisados, mas supde-se que a utilizacdo de um 6leo rico em antioxidantes como
tocoferdis e betacarotenos, previamente ao estabelecimento de um quadro de
estresse oxidativo pronunciado, pode ter contribuido para o desbalanco da
capacidade antioxidante propria dos camundongos.

Os resultados aqui destacados séo referentes unicamente ao delineamento
experimental utilizado nesta pesquisa, ou seja: suplementacéo do 6leo bruto da polpa
de buriti com utilizacdo prévia ao estabelecimento da obesidade. Esses resultados
ndo devem ser extrapolados para outras metodologias ou para o 6leo refinado da
polpa de buriti. Sugerimos que pesquisadores realizem futuras pesquisas com o 6leo
de buriti na forma refinada, além de considerar a utilizacdo do 6leo somente apds a
inducao da obesidade.

Vale destacar, com relagcédo aos resultados obtidos no artigos de revisédo que,
embora o modelo animal com utilizagdo do camundongo C57bl/6 seja 0 mais comum
em pesquisas relacionadas aos efeitos de lipideos na DHGNA induzida por dieta
hipercalorica, verificamos que nao existe padrdo em diversos aspectos relacionados
ao delineamento experimental dessas pesquisas, como padronizacdo em relacéo a:
idade e quantidade de animais por grupo, tempo de adaptacdo, duracdo do
experimento, quantidade de lipidios utilizados no tratamento, veiculo utilizado para

carrear o lipideo em estudo e substancia oferecida aos grupos controle.
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DOENCA HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Leonardo Recena Aydos

Doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA?) é um termo abrangente
gue engloba um espectro de condicbes que acometem o figado. O estagio inicial &
denominado esteatose hepatica e é estabelecido quando ha acumulo de gordura em
area igual ou superior a 5% da &rea total do figado, sem a presenca concomitante de
doencas que acometam o 6rgdo, utilizacdo de medicacBes esteatogénicas ou a
utilizacao crénica de alcool [1].

Com a progressdo da doenca pode ocorrer um quadro conhecido como
esteatohepatite ndo alcdolica (NASH?) onde, além do acimulo de gordura, ha também
inflamacéo e lesdo aos hepatdécitos [2]. Quando ndo tratada, essa condicdo pode
evoluir para fibrose hepatica, quadro em que as células hepéaticas comeg¢am a produzir
matriz extracelular fibrética, ou seja, o tecido comeca a cicatrizar, levando ao inicio da
perda de funcdo do 6rgdo. Vale destacar que esse quadro ainda € parcialmente
reversivel [2].

Com avanco da cicatrizacdo do 6rgao instala-se o quadro de cirrose hepatica.
Neste estagio, a fibrose esta pronunciada levando a formacéo de nédulos hepaticos,
com alteracdo da funcéo lobular do érgéo, quadro que é pouco reversivel [2].

O Ultimo estagio é o carcinoma hepatico, em que o Unico tratamento pode ser

o transplante hepatico [3].

L Em inglés a doenca é denominada nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)
2 A esteatohepatite é comumente referida por sua sigla em inglés — NASH — de non-alcoholic steatohepatitis
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Esteatose Esteato- Fibrose Cirrose Carcinoma
Hepatica hepatite Hepatica Hepatica Hepatico

Figura 1. O espectro da doenca gordurosa hepética ndo alcodlica (DHGNA)

Fonte: Elaboracao propria

Doencas correlacionadas a doenca hepatica gordurosa néo alcodlica

Muitas vezes, os profissionais da saude alertam somente para 0 aumento na
chance de desenvolvimento de carcinoma hepético. Entretanto, diversas
comorbidades estao correlacionadas com a DHGNA e podem diminuir a qualidade de
vida dos pacientes.

A presenca de DHGNA em pacientes com diabetes estd associada a um risco
duas vezes maior de morte, além de aumentar a chance de complicacbes macro e
microvasculares. A DHGNA também esta correlacionada a maior risco de eventos
cardiovasculares, de frequéncia de esclerose valvar adrtica e de fibrilagao atrial [4].

Também é acentuada a incidéncia de problemas renais. Em uma coorte, apos
3 anos de acompanhamento, foi constatado que pacientes com DHGNA, nao-
diabéticos e nao-hipertensos tiveram 60% maior incidéncia de desenvolvimento de
doenca renal cronica [5].

Além disso, ja foram associados a doenga um aumento na severidade de
apneia obstrutiva do sono, um aumento de 2,5 vezes na chance de fraturas
osteoporéticas, duas vezes o risco do desenvolvimento de pedras nos rins e,
possivelmente, pode contribuir para o desenvolvimento de disfuncgéo erétil [4].

Ainda, constata-se correlagdo com: psoriase, periodontite, hipotireoidismo,

endocrinopatias e sindrome do ovario policistico [4].
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Diagnostico da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

O método padréo-ouro para diagnéstico da DHGNA é a biopsia de figado. Mas,
esse método possui a desvantagem de ser invasivo e potencialmente perigoso. Além
disso, devido ao fato de a bidpsia cobrir somente uma area de 1/50.000 do 6rgéo, e
as lesbes nao serem uniformemente distribuidas, pode néo representar com exatidao
a realidade da doenca [6].

Na pratica clinica, o método com melhor custo-beneficio para diagnosticar a
doenca é a ultrassonografia de figado, que possui sensibilidade de 85% e
especificidade de 94% [7]. A desvantagem é que esse método ndo consegue indicar
0 grau de lesao hepética.

Outra opcao pratica e viavel € por meio de exames de sangue associados a
utilizacao de estimativas como o NAFLD fibrosis score, o FIB-4 score ou 0 BARD score
[8,9]. Todos estes possuem calculadoras online, que os profissionais da saude podem

utilizar para facilitar os célculos.

Fisiopatologia e tratamento

E fundamental que o profissional da salide compreenda os fatores que levam
ao estabelecimento da DHGNA, j& que ela ndo ocorre por um Unico mecanismo, mas,
sim, é uma doenca de etiologia multifatorial (Figura 2). Ou seja, cada paciente pode
ter determinada via contribuindo de forma mais significativa para progressdao da
doenca. Por isso, o tratamento € individualizado e cabe ao profissional decidir quais
pontos devem receber maior atencéo.

Embora pacientes que ndo estdo com sobrepeso possam ter DHGNA, o
principal fator que contribui para doenca é o excesso de peso, sendo que a doenca
pode estar presente em até 98% dos individuos obesos nao-diabéticos [10].

O estilo de vida, geralmente marcado pela supernutricdo — principalmente com
um padrdo alimentar caracterizado pelo excesso de gordura saturada, glicose e
frutose advindas de bebidas e alimentos com esses carboidratos adicionados — além
do sedentarismo, fatores ambientais e genéticos, sdo componentes que estdo
associados a resisténcia a insulina, obesidade e alteracdes na microbiota intestinal, e

podem levar ao desenvolvimento da DGHNA (Figura 2).

54



Estilo de vida nao saudavel:
supernutricio (glicose, frutose, gorduras
saturadas) e sedentarismo

DHGNA

Lipogénese de novo,
estresse oxidativo,
inflamac#o e fibrose. Disbiose intestinal e

Beta oxidag&o aument..? da
e VLDL permeabilidade

Obesidade visceral e
fenotipo semelhante
a lipodistrofia

Acidos graxos livres Lipopolissacarideos

e citocinas - e acidos graxos de
inflamatérias Resisténcia cadeia curta
a insulina:
glicose e
insulina

Figura 2. Fisiopatologia da Doenca hepética gordurosa nao alcodlica (DHGNA)

Fonte: Elaboracéo propria

Explicar a génese e progressao da DHGNA é um processo complexo. Por isso,
a fisiopatologia aqui descrita aborda os principais fatores que levam ao
estabelecimento e progressdo da doenca, mas ndo engloba todos possiveis pontos
elencados na literatura cientifica, principalmente com relacao as diferentes alterac6es

moleculares relacionadas a cada processo.
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O objetivo € apresentar ao leitor um panorama dos mecanismos envolvidos na
DHGNA e, se necessario, posteriormente procurar literaturas especificas para

expandir seu conhecimento sobre cada tema.

Disfuncéao do tecido adiposo

Inicialmente o tecido adiposo pode aumentar sua capacidade de acumular
gordura realizando uma expansdo saudavel, na qual os pré-adipOcitos se tonam
adipdcitos maduros. Esse quadro é caracterizado pela hiperplasia do tecido (maior
namero de adipdcitos), sem aumento exacerbado no volume das células, com a
manutencao da sensibilidade a insulina e a auséncia de inflamacao [11].

Entretanto, o acumulo de gordura na DHGNA é geralmente marcado por um
padrdo de expansédo do tecido adiposo ndo saudavel. Isto ocorre quando, ap4s um
superdvit caldrico continuo, o tecido adiposo atinge um limite de expanséo saudavel.
Assim, para conseguir armazenar a gordura, os adipocitos se hipertrofiam. Esse
aumento das células acaba causando a oclusdo dos vasos sanguineos que levam
nutrientes e oxigénio as células do tecido, ocasionando a morte por hipoxia de
adipécitos. Com a morte de células, macrofagos séo recrutados para o tecido e, devido
a limitacdo de espaco, acabam ficando presos. Assim, se torna necessario o
recrutamento de mais macrofagos para fagocitarem o tecido danificado [12,13].

Tanto o estresse mecanico gerado pelo tecido hipertrofiado, quanto o
recrutamento de macréfagos, a liberacéo de padrées moleculares associados a danos
(DAMP) — liberados apds a morte de adipécitos —, os acidos graxos livres que chegam
em excesso ao tecido e os lipopolissacarideos (LPS) advindos da microbiota intestinal,
vao contribuir para o aumento da expressdo de moléculas como a proteina-1
guimioatraente de mondcito (MCP-1) e citocinas proé-inflamatérias. Caracterizando a

inflamacéo do tecido adiposo [11,13,14].

Tecido hepético

As citocinas pro-inflamatdrias do tecido adiposo vao para corrente sanguinea e
chegam ao figado. Ao receberem essas moléculas os hepatdcitos respondem
aumentando a atividade do factor nuclear kappa (NF-kB). Este fator de transcrigéo ira

se deslocar para o nucleo celular e aumentar a expressao de citocinas inflamatérias,
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como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6). Portanto, a
inflamacdo presente nesse momento, embora seja de baixo grau, é crbnica e
sistémica, quadro que esta diretamente correlacionado com a resisténcia a insulina
[15-17].

A resisténcia a insulina contribuiu de forma importante para o acumulo de
gordura hepética. Com o funcionamento inadequado desse horménio, os adipocitos
nao recebem corretamente a informacdo de que o individuo estd em um estado
alimentado. Motivo pelo qual alguns autores afirmam que obesidade é marcada por
um constante estado de jejum. Assim, os adipdcitos aumentam a lipélise ocasionando
um efluxo continuo de acidos graxos livres para corrente sanguinea.

Além disso, com a resisténcia a insulina, também esta presente maior
quantidade de glicose e insulina na corrente sanguinea. Essas substancias sinalizam
fatores de transcricdo como o fator de transcricdo 1-C de ligagdo ao elemento
regulador de esterol (SREBP-1C) que, ao ser estimulado pela insulina, aumenta a
expressdo de enzimas lipogénicas, como a acido graxo sintase (FAS) e a acetil-CoA
carboxilase (ACC). Assim, ocorre um estimulo a lipogénese de novo (sintese de
lipideo a partir de glicose).

Ja a glicose, além de servir como substrato, ira aumentar a expressdo e
atividade da proteina de ligacdo ao elemento de resposta sensivel a carboidratos
(ChREBP), que também contribui para lipogénese pela regulacdo de enzimas como a
FAS e a ACC.

Portanto, os acidos graxos derivados do tecido adiposo, os produzidos no
figado pela lipogénese de novo, além dos substratos decorrentes da microbiota
intestinal (que s&o explicados posteriormente), podem ser empacotados em
triglicerideos, contribuindo para o acimulo de gordura hepética.

O excesso de acidos graxos nos hepatdcitos acaba saturando a capacidade de
exportar o excedente via VLDL, bem como a realizagdo de B-oxidacdo. Por isso, a
doenca é marcada pela lipotoxicidade, fator que aumenta a inflamacéo e o estresse
oxidativo e leva a maior producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) no figado,
contribuindo para progressao da doenca.
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Microbiota intestinal e doenca hepatica gordurosa néo alcodlica

Varios experimentos em camundongos ja demonstraram que alteracdes na
microbiota intestinal podem acarretar o surgimento de DHGNA. Entretanto, € preciso
cuidado ao extrapolar os resultados desses achados, ja que a composi¢cdo da
microbiota de seres humanos difere substancialmente da dos camundongos, além da
diferente arquitetura do trato digestivo [6].

Por mais que alguns modelos animais utilizem métodos de inducdo da DHGNA
que sédo completamente diferentes da génese da doengca em humanos, como a
DHGNA induzida pelo modelo de camundongos deficientes em colina, outros se
aproximam mais da realidade como a DHGNA induzida por dieta hiperlipidica.
Também ja foi demonstrado que o transplante de microbiota fecal de mulheres com
DHGNA para camundongos com dieta padrao, foi capaz de aumentar os triglicerideos
hepaticos apos 14 dias [6]. Portanto, apesar das limitacdes, os modelos animais nos
indicam que, de fato, a microbiota intestinal exerce influéncia no surgimento e
progressdo da DHGNA [6].

Diversos mecanismos podem ligar a microbiota com a DHGNA. O aumento da
permeabilidade intestinal e a consequente passagem de LPS derivados das bactérias
intestinais para corrente sanguinea € um destes. Os LPS derivados da microbiota
podem contribuir para inflamacdo do tecido adiposo e também, ao serem
interceptados por receptores do tipo toll 4 (TLR4) nas células estreladas hepéticas,
podem induzir a producdo de matriz extracelular fibrética, ou seja, contribuir para
fibrose do 6rgéo [6].

Outro mecanismo é a producdo de etanol pelas bactérias intestinais. Estudos
ja demonstraram que alguns pacientes com DHGNA apresentavam maiores
concentracdes de etanol na respiragdo, mesmo sem a ingestéo de alcool [18].

Muito se fala sobre a influéncia das fibras fermentaveis na microbiota intestinal.
Ao serem fermentadas, elas podem gerar acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como
butirato, acetato e propionato, mecanismo que muitas vezes pensamos ser
unicamente benéfico. Mas, a maxima de que fibras sdo benéficas para microbiota
intestinal pode ndo ser sempre valida para pacientes com DHGNA.

Estudos animais j& demonstraram que os AGCC produzidos pela microbiota
intestinal a partir de fibras sdo uma via de méo dupla. De um lado maiores

concentracbes de AGCC ao ativarem o receptor 43 acoplado a proteina G (GPR43)
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podem estimular uma resposta anti-inflamatéria. De outro, os AGCC podem servir de
substrato para maior producéo de triglicerideos intra-hepaticos [6].

Um exemplo dessa complexidade foi uma pesquisa de 2018, publicada no
periddico Diabetes, Obesity and Metabolism. Nesse estudo com seres humanos, o
grupo tratamento recebeu 20 gramas de éster de inulina-propionato, uma substancia
com objetivo de aumentar a quantidade de propionato no coélon, ja o grupo controle
recebeu 20 gramas de inulina. Ao final de 42 dias, enquanto o grupo tratamento nao
apresentou diferenca na quantidade de lipideos intra-hepéticos, o grupo que recebeu
inulina teve um aumento de 20,9% para 26,8%. Segundo os autores, a explicacéao
para esse maior acumulo de gordura hepatica se deve ao fato de que a microbiota
produz principalmente acetato apds a fermentacao da inulina e, em um contexto de
DHGNA, ele pode servir como substrato para produgdo e consequente
armazenamento de lipideos no figado [19].

Em contrapartida, em 2019 um estudo publicado no European Journal of
Nutrition demonstrou que a suplementacao de oligofrutose (8 g/dia por 12 semanas
seguido de 16 g/dia por 24 semanas), foi capaz de reduzir o score de gordura hepética
aferido por biépsia hepatica, independente da perda de peso ou altera¢des no estilo
de vida. A suplementacdo ocasionou alteracdes possivelmente benéficas na
microbiota dos individuos ao aumentar a quantidade de bifidobactérias e reduzir as
bactérias do cluster Clostridium [20].

Portanto, embora pesquisas demonstrem que os frutanos, do tipo inulina,
potencialmente possam melhorar o sistema digestivo, a sindrome metabdlica, o
sistema imunoldgico, doencas inflamatorias e prevenir contra infeccbes e cancer,
quando se trata do tratamento da DHGNA, ainda sdo necessarios mais ensaios
clinicos [21]. No momento, devemos nos atentar as doses e a individualidade com que

cada paciente ira responder ao tratamento.
Tratamento da doenca hepatica gordurosa néo alcodlica

De acordo com a fisiopatologia da doenca, fica claro que o tratamento deve
considerar fatores como: melhoria do padréo alimentar, redugéo de gordura corporal,

modulacdo da microbiota intestinal, além da utilizagdo de alimentos e suplementos

com potencial anti-inflamatorio e/ou antioxidante.
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Conforme apresentado na Figura 2, um dos principais fatores para o
tratamento da DHGNA é a reducéo de peso. Uma perda de 7 a 10% de peso total é
capaz de reverter a presenca de DHGNA em 50% dos individuos com IMC = 25 kg/m?
e em 75% dos individuos com IMC < 25 kg/mz.

Entretanto, o tratamento ndo se resume ao emagrecimento, uma prova disso é
a etiologia multifatorial da doenca, o fato de que pessoas com IMC classificado como
eutrofico também poderem apresentar DHGNA, e o fato de ensaios clinicos terem
demostrado reversdo no acumulo de gordura hepatica com dietas isocaléricas, que

nao promoveram perda de peso ou gordura corporal.

Percentual de individuos com remissao total da

Perda de peso DGHNA de acordo com a perda de peso

93%

o .
10% ou mais 100%

50%
0,
Entre 7 e 10% 75%

0 40%
Entre 5e 7% 60%

38%

0,
Entre 3e 5% 50%

11%

0,
Menos de 3% 14%

IMC = 25 kg/m?
IMC <25 kg/m?

Figura 3. Percentual de individuos com remissdo da DHGNA de acordo com o percentual de peso
perdido.
Fonte: Adaptado de Wong et al. (2018) [22]

Conforme resumido no Quadro 1, diferentes dietas apresentam potencial para
reducdo da DHGNA. Portanto, ndo podemos dizer que exista uma distribuicdo de
macronutrientes superior para o tratamento da doenca. Além disso, a adesdo ao
tratamento € um componente determinante e depende de fatores inerentes a cada

individuo.
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Quadro 1. Dietas no tratamento da doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica
Fonte: Adaptado de Moore et al. (2020) [23]
CHO PTN LIP

Tipo de dieta Desfecho com relagdo ao tratamento da DHGNA
(%) (%) (%)

A reducao de carboidratos por curtos periodos se
mostrou efetiva na reducéo da gordura intra-
hepéatica. No longo prazo apresenta reducéo da
Low-carb <40 20-30 225 » o ) )
gordura hepatica estatisticamente igual a dieta low-
fat. A reducdo na gordura hepatica pode ser

unicamente devida ao balango energético negativo.

Reduz a gordura hepatica em ensaios de curto
Cetogénica <5 10-15 | >70-90 tempo. Ainda séo necessérios estudos de longo

prazo.

Pode conferir beneficios metabdlicos e reduzir a
) _ gordura hepatica no curto prazo, independente do
Hiperproteica| <45 ~40 20-25 ) _ _ o
peso. Uma dieta rica em determinados aminoacidos

por estimular a lipogénese de novo.

Apresentou resultados favoraveis em ensaios de
Mediterraneo 50 15 30 curto prazo. Ainda sdo necessarios estudos de longo

prazo com analises histopatoldgicas.

Possui evidéncia de beneficios em razao da perda de
Paleolitica 35-45 20-30 30 peso. Ainda sdo necessérios estudos de longo prazo

especificos com relacdo a pacientes com DHGNA.

Evidéncia de promover reducdo no peso e prevenir
Plant-based 50-70 15-20 10-25 contra a DHGNA. Ainda sdo necessarios estudos

especificos com relacao aos desfechos hepaticos.

Embora a ciéncia demonstre que ndo ha uma dieta mais indicada, o padréo
alimentar de dieta do mediterraneo € um dos mais estudados e tem se mostrado
efetivo na reducdo da DHGNA em ensaios clinicos. Por esse motivo, algumas
diretrizes como a da Associacdo Europeia para o Estudo do Figado (EASL) e da
Associacdo Italiana para o Estudo do Figado (AISF) consideram a dieta do
mediterraneo como padréo ouro para o tratamento da doencga [24].

Em um estudo cruzado, publicado no World Journal of Gastroenterology, em
2019, os autores demonstraram que uma dieta do padrdo mediterraneo composta por
40% de carboidratos, 40% de gordura (sendo <10% de gordura saturada) e 20% de
proteina foi capaz de reduzir o peso, a gordura visceral e a ALT de individuos com

DHGNA. Sendo que, apos 16 semanas de intervencéo, foi constatada uma reducao
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de 35,15% nos niveis séricos de ALT, apds uma reducao de 5,80% de peso. Outro
fator importante foi que essa reducédo foi mantida apos 16 semanas de wash-out da
dieta. Entretanto, o tratamento ndo demonstrou melhora na permeabilidade intestinal
[25].

Porém, devemos levar em conta que estabelecer um novo padrédo alimentar
pode ser uma opc¢ao que ndo se adapta a realidade do paciente. Dessa forma, uma
alternativa seria associar a dieta que melhor se adapte a realidade individual com
alguns alimentos que possuem potencial de contribuir para remissdo da doenca e/ou
da melhora em parametros metabdlicos. Para isso, podemos associar a perda de peso
a melhora no microbiota intestinal, reducao na inflamacédo e atenuacdo do estresse
oxidativo.

Um exemplo de alimento com esse potencial € o azeite de oliva. Em um ensaio
duplo-cego randomizado, pacientes com DHGNA foram instruidos a realizar uma dieta
hipocaldrica com reducéo de -500 kcal diarias e uma suplementacao de 20g/dia de
azeite de oliva ou 6leo de girassol, por 12 semanas. Ao final do experimento, os dois
grupos apresentaram reducédo no score de gordura no figado, peso, circunferéncia da
cintura e pressao arterial. Mas, enquanto o grupo que recebeu 6leo de girassol teve
uma reducao média de 17% no score de gordura no figado, o grupo que ingeriu azeite
de oliva apresentou cerca de 42% de reducéo.

Em outro ensaio clinico, pacientes seguiram uma dieta isocal6rica composta
por 28% de gorduras monoinsaturadas, sendo que destas, 50% eram provenientes de
azeite de oliva. Apés 12 semanas o grupo que recebeu azeite de oliva apresentou
reducdo de 18% na fracdo de gordura no figado, aferida por espectroscopia de
ressonancia magnética, mesmo sem alteracdes no peso [26].

Outra opc¢éao que pode contribuir para melhora da DHGNA € a suplementacéo
de vitamina E. Em uma meta-analise publicada em 2016 na revista Medice, a vitamina
E demonstrou nivel de evidéncia alto para melhora da NASH, da esteatose hepatica,
do score de gordura no figado e do balonismo hepatocelular [27]. Duas meta-analises
de 2020 corroboram com esses achados e concluem que a vitamina E é uma opcao
de tratamento para pacientes adultos com DHGNA, especialmente para aqueles com
NASH [28,29]. Os estudos geralmente utilizam doses de cerca de 800 Ul/dia, ja o
tempo de tratamento varia de 3 meses a até 4 anos.

Vale destacar que, os resultados com relacdo a fibrose hepética ainda séo

incertos ou inexistentes [29]. A suplementacdo de vitamina E ndo demonstrou
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beneficio em criancas com DHGNA [30]. Outro fato a se ponderar foi que um estudo,
publicado na PLOS ONE, elencou a hipotese de que a vitamina E pode ndo ser uma
alternativa viavel como tratamento preventivo contra o surgimento da DHGNA, ou
seja, seu uso poderia ser prejudicial se feito antes do estabelecimento da doenca,
mas, no momento, isso é apenas uma hipotese [31].

Apesar das ressalvas feitas anteriormente com relacdo aos prebioticos no
tratamento da DHGNA, o saldo para eles ainda € positivo. Uma meta analise de 2018
publicada na Nutrition Reviews demonstrou efeitos favoraveis na reducdo da AST,
ALT, GGT, triglicerideos e IMC. Mas nao foi encontrada diferenca estatistica para os
niveis de proteina C-reativa (PCR) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) [32]. Os
estudos clinicos randomizados controlados utilizados nessa meta-analise incluiam o
efeito dos prebidticos: fibra de Cassia tora, frutoligossacarideos, Psyllium husk,
xilooligossacarideos, cereais contendo beta-glucana e inulina de chicoria enriquecida
com oligofrutose [32].

Com relacdo aos probibticos e simbidticos, uma meta-andlise publicada em
2019 no The American Journal of Clinical Nutrition demonstrou que a terapia com
probidticos ou simbioticos foi capaz de reduzir a esteatose hepatica aferida por
ultrassonografia, além de reduzir os niveis séricos de ALT [33]. Corroborando com
esses resultados, uma meta-analise também de 2019 publicada no European Journal
of Gastroenterology & Hepatology mostrou reducdes estatisticamente significativas
nos niveis das enzimas hepaticas e de PCR. Com relacao ao TNF-a, somente o grupo
dos simbidticos apresentou reducéo significativa [34].

As cepas probidticas mais comumente utilizadas nos estudos que
administraram probidticos foram: Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus e
Bifidobacterium longum. Ja os estudos com simbidticos utilizaram em sua maioria
estas mesmas cepas, porém, com a adi¢do de frutooligossacarideos [34].

Aléem desses exemplos, diversos compostos isolados como a curcumina, O
resveretrol e a quercetina, e produtos naturais como iogurte, farinha de linhaca
marrom, uvas, cha verde, suco de laranja, hibisco, Aloe vera, Wild bitter melon,
berberina e alguns acidos graxos poli-insaturados também podem ser utilizados como
adjuvantes ao tratamento [35-37].

Vale ressaltar que nédo existe nenhum medicamento aprovado pela FDA ou

ANVISA para controle da DHGNA. A indicacéo €, exclusivamente, a mudanca no estilo
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de vida. Nesse sentido, uma abordagem integrativa da nutricdo € o fator chave em um

tratamento bem sucedidobem sucedido.
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Abstract: Researchers have a range of animal models in which to study Nonalcoholic fatty liver
disease (NAFLD). Induction of NAFLD by a high-fat diet in the C57BL/6 strain is the most widely
used among mice. In this study, we review works that performed NAFLD induction by a high-fat
diet using the C57BL/6 strain, focusing on experiments on the effects of lipid ingestion. Studies are
initially distinguished into researches in which mice received lipids by oral gavage and studies in
which lipid was added to the diet, and each of these designs has peculiarities that must be considered.
Oral gavage can be stressful for animals and needs trained handlers but allows accurate control of the
dose administered. The addition of oils to the diet can prevent stress caused to mice by gavage, but
possible changes in the consistency, taste, and smell of the diet should be considered. Regarding the
experimental design, some variables, such as animal sex, treatment time, and diet-related variables,
appear to have a definite pattern. However, no pattern was found regarding the number of animals
per group, age at the beginning of the experiment, time of adaptation, the substance used as a vehicle,
and substance used as a control.

Keywords: nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD; C57BL mice; obesity; high-fat diet

1. Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the presence of hepatic steatosis at a level greater
than or equal to 5% of the liver area without the presence of other diseases that affect the organ or the
use of alcohol in quantities considered harmful [1]. The spectrum of the disease ranges from simple
liver fat accumulation—so-called hepatic steatosis—to more severe progressions such as nonalcoholic
steatohepatitis, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma.

It is estimated that 25% of the world’s population has NAFLD [2]. In South America, this number
reaches 30.45% [1]. Because some patients do not show changes in blood tests, the prevalence of the
disease may be even higher [3].

The etiology of the disease is multifactorial, and its onset and progression depend on factors related
to diet, weight, gut microbiota, in addition to the contribution of genetic factors [4—6]. The presence of
the disease is correlated with obesity and is present in up to 91% of severely obese patients (Body mass
index—BMI > 35 kg/m?) [7].

Nutrients 2019, 11, 3067; d0i:10.3390/nu11123067 www.mdpi.com/journal/nutrients
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Obesity can reduce quality of life and is associated with unemployment and low productivity.
According to the Global Health Observatory data repository, 39% of the world’s population over
18 were overweight (BMI > 25), and 13.1% were obese (BMI > 30) in 2016. Between 1996 and 2016,
the number of obese people increased by 65.82% [8]. The situation is worsening in Latin America and
the Caribbean, where about 58% of the population, i.e., 360 million people, are overweight, and the
number of obese people reaches 23%, totaling 140 million people [9].

As no drug therapy for NAFLD treatment has been approved by the US Food and Drug
Administration to date, researchers have been studying functional foods that can alleviate the
disease [10]. Among them, lipids can contribute significantly to homeostasis recovery. Fatty acids,
besides providing energy to the body, are precursors of signaling molecules and hormones and play
an important role in gene regulation. When ingested, they can bind to specific receptors that change
the functioning of nuclear transcription factors, and alter the expression of several genes depending on
the composition of dietary lipids [11].

Researchers now have a range of animal models to research the effects of lipids on NAFLD.
C57BL/6 mice, Wistar, and Sprague Dawley rats are generally the most used because of their intrinsic
predilection for the development of obesity, type 2 diabetes mellitus, and NAFLD. NAFLD can be
experimentally induced by animals with genetic changes (combined or not with hypercaloric diets),
such as in leptin-deficient (OB/OB) mice models, which have an alteration in the gene responsible for
leptin production, and leptin receptor deficient (DB/DB) mice, which have a mutation in the receptor
coding gene for this same hormone [12].

There are models described as “chemical models”, in which the disease is caused by the
administration of drugs such as streptozotocin or carbon tetrachloride. In addition to these, there
are others that only involve dietary changes, such as a methionine and choline-deficient diet, a high
fructose diet, and a high-fat diet [13-15].

Each model has its own characteristics and should be adopted according to the research objective.
To help in this choice, there are several review studies in the literature that may help researchers [15-18].

In this study, we focus on NAFLD induction by a high-fat diet in C57BL/6 strain mice, which is
the most commonly used strain for this experimental disease model [18]. High-fat diet intake allows
animals to develop obesity, hyperinsulinemia, hyperglycemia, hypertension, and liver damage, similar
to the phenotype observed in humans with NAFLD [12,19]. Thus, we review studies that use this
model to study the effects of lipid intake. In addition, taking into account the articles found, as well as
the experience of our group with this type of experiment, we focus on points not discussed in other
reviews such as sex, age, and number of animals, the time of adaptation and treatment, amount and
composition of fat diets, as well as dose, vehicle, and substances used as a control in the treatment.
We also sought to present relevant information in this type of research, summarizing in tables and
discussing possible barriers and doubts that may arise to the researcher who is considering conducting
research using this model.

2. Materials and Methods

This review included articles published from 1 January 2014 to 13 May 2019, indexed in the
National Center for Biotechnology Information Support Center’s PubMed. For the selection of articles,
PubMed Advanced Search Builder was used using the terms: NAFLD or Nonalcoholic Fatty Liver
Disease, C57BL or mice, and lipid.

We considered studies that performed experiments with C57BL/6 mice (non-knockout) with
NAFLD induction by hypercaloric diet, and whose treatment was based on lipids.

The database search resulted in 1103 eligible articles. After reading the titles and abstracts,
34 articles were selected for a full reading. In the end, 15 articles met all selection criteria and became
part of this review, as outlined in Supplementary Material (Figure S1).

First, we addressed the common general characteristics of both methodologies, such as the initial
age of the animals, sex, number of mice per group, adaptation period, and treatment time. Then, due
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to the distinctions that lipid administration by gavage or diet implies, we chose to separate the studies
into two distinct sections: oil administration included in diet and oil administration by oral gavage.

3. Results

In the fifteen studies that we analyzed, 46.67% performed the administration of oils by oral gavage,
and 55.33% chose to insert the lipids in animal diets, as exemplified in Figure 1.

Animal model for
NAFLD

Diet models

High-fat model

C57BL/6

Lipid reserach

I Lipid e ponl Lipid Added in diet
gavege
Control oil Control fat
Vehicle oil Sensory charaf:tenstlcs of
the diet

Figure 1. Nonalcoholic fatty liver disease in C57BL/6 models for lipid research: key points of
experimental design.

3.1. Experimental Design: General Aspects

Regarding the sex of the animals, all studies that presented this information claimed to have
used male mice (Table 1). C57BL/6 male mice have been considered the standard in experiments with
diet-induced obesity [20]. Yang et al. (2014) found out that male mice gain more body weight (93%,
n = 269) than female mice (71%, n = 255), after 35 weeks of high-fat feeding. Furthermore, male mice
fed on high fat show statistically significant differences in weight compared to the control than female
mice [20].

No pattern was found regarding the number of animals, which ranged from a minimum of five to
a maximum of 12 per group (Table 1). The age of the animals at the beginning of the experiment ranged
from three to 15 weeks. However, some authors (20.00%) did not mention the age of the animals in the
methodology. The adaptation time of the mice ranged from zero to two weeks.

To determine the existence and degree of hepatic steatosis, 60% of the studies used an imaging
method (histology or stereology) combined with hepatic lipid quantification (using specific kits,
colorimetric methods, or according to Folch et al. [21]). Regarding the others, 20% chose to perform
only liver lipid quantification, and 20% opted for histological analysis alone.
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Table 1. Sex, number of animals per group, age at the start of the experiment, time of adaptation, and

time of treatment of the animals.

Gavage
Ref Gender Number of Animals Age of Weeks of Experiment Duration after
: Per Group Animals Adaptation Adaptation (Weeks)
[22] Male 8 6-weeks-old 2 12
[23] Male 12 3—4-weeks-old 1 16
[24] Male 10 - 2 12
[25] - 7or8 5-weeks-old 1 12
5 in control groups
[26] Male g fibigh it sroups 4-weeks-old 0 12
[27] Male 10 or 11 - - 12
[28] - 5 - - 4
Lipids Included in Diet
12 weeks to promote NAFLD
(2] bke 6 SegkE-id + 24 weeks of treatment
[30] Male - 5-weeks-old 3 days 12 weeks
[31] Male 10 3 months of age - 8 weeks
[32] Male 10 3 months of age - 12 weeks
[33] Male - 4-weeks-old 7 days 8 weeks
[34] Male 12 9-10-weeks-old - 12 weeks
[35] Male 10 5-weeks-old 2 weeks 18 weeks
[36] Male - 14-15-weeks-old - 15 weeks

Note: “—" means that the information was not provided by the authors. NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease.

The minimum treatment time was four weeks, and the maximum time was 36 weeks. However,
53.33% of the experiments adopted 12 weeks of treatment (Table 1). Obesity in C57BL/6 mice can be
divided into three stages: the early stage, from week one to week four of high-fat feeding; the middle
stage, from week four to week 15; and the late stage, from week 15 [37]. Therefore, the majority of
studies opted to end the experiment during the late middle stage of obesity.

3.2. Oil Administration by Oral Gavage

3.2.1. Diet

Regarding the amount of fat present in the diet of experiments that chose to provide the oil
by gavage, there is a pattern regarding the number of calories from fat. All experiments analyzed
opted for a diet with 60% of total kcal from fat (Table 2).

Table 2. Group division and percentage of lipids in the diets of the experiments using gavage.

Control Groups

Treatment Groups

Ref. Lean Control Obese Control Lean Treatment Obese Treatment

[22] 13.5% kcal from fat 60% kcal fat content - 60% kcal fat content
[23] 10% kcal from fat 60% kcal fat content - 60% kcal fat content
[24] 13.5% kcal from fat 60% kcal fat content - 60% kcal fat content
[25] 10% kcal from fat 60% kcal fat content - 60% kcal fat content
[26] 10% kcal from fat 60% kcal fat content 10% kcal from fat 60% kcal fat content
[27] 10% kcal from fat 60% kcal fat content 10% kcal from fat 60% kcal fat content
[28] standard mice diet 60% kcal fat content - 60% kcal fat content

Lean control: Group that received a normocaloric diet and a control substance by oral gavage. Obese control:
Group that received a high-fat diet and a control substance by oral gavage. Lean treatment: Group that received
normocaloric diet and the studied lipid by oral gavage. Obese treatment: Group that received a high-fat diet and
the studied lipid by oral gavage.
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For the lean control groups, 57.14% of the experiments opted for a diet with 10% kcal from fat,
28.57% for 13.5% kcal from fat, and one study did not disclose the percentage of fat but mentioned
using a standard rodent diet.

3.2.2. Dose

After analyzing the studies that administered the oral oil via gavage treatment and the authors’
practical experience with this type of experiment, we surmise that this type of assay should be
undertaken with an awareness of some important factors that differ from those inherent to other
animal experiments.

Although gavage administration is the simplest method for performing accurate mice dosing,
the stress caused by this procedure should be considered. In addition, there is a need for more
time to perform daily procedures, and individuals responsible for administration should undergo
specific training to ensure proper use of the technique, avoiding further damage to animals [38]. In
an experimental study with C57BL/6 female mice (n = 20 per group), the possible adverse effects of
using gavage with or without anesthesia were verified. The use of brief isoflurane as the anesthetic
reduced the cases of incomplete intake of the content provided, and the loss of animals due to traumas
caused by the technique. Thus, the authors advocate the use of anesthesia in studies that perform
long-term gavage. Regarding weight gain, the control group that received no gavage and the groups
that showed no differences in weight at the end of the experiment indicate that this technique may be a
viable and unbiased alternative in experiments on obesity [39]. We reinforce that oral gavage can be a
stressful procedure when performed improperly; researchers should be adequately trained to prevent
possible animal deaths and excessive stress.

Table 3 shows the doses of oils administered to mice by gavage. Of the studies evaluated, 57.14%
used values between 4 mg/kg/day and 125 mg/kg/day. In oil with a density of 0.8 g/mL, these values
correspond to levels equivalent to 0.35-10.94 mL for a 70 kg person by direct conversion, or 0.028-0.7 mL
if the conversion proposed by Reagan-shaw et al. is used [40].

Table 3. Dose and frequency of oil supplemented by oral gavage, gavage vehicle, and control substance.

Ref. Dosage of Oil Given by Oral Gavage Gavage Vehicle Sume Sy RSl

Control Groups
[22] 12.5, 62.5 or 125 mg/kg/day - Olive oil
100 mg/kg/day of Omega-3 PUFAS from fish oil, ] s

B3 yperaw DEA g or MO, DEA Hiis; Comoil Com.gil
[24] 25, 50 or 100 mg/kg/day Olive oil Olive oil
[25] 250 or 500 mg/kg/week - Vehicle
[26] 1.94 mg ALA/g animal body weight/day = Saline solution
[27] 50 mg/kg/day — Saline solution
[28] 4, 8 or 16 mg/kg/day = =

Note: PUFAs, polyunsaturated fatty acids; MO, microalgal oil; DHA, docosahexaenoic acid; ALA, alpha-linolenic

acid.

In the study by Yu et al. (2017), 100 mg/kg of Omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAs) were
used, i.e., the amount of oil administered varied according to PUFA concentration. To circumvent this
variation, the authors adjusted the final amount administered to the treatment groups using corn oil,
and the control group received isovolumetric corn oil [23].

Another study, which defined the amount offered because of a specific component of the oil, was
that of Gonzéalez-Mafian et al. (2017). The researchers administered 1.94 mg of alpha-linolenic acid
(ALA) per gram of body weight of mice. According to the authors, the oil used had a concentration of
35% ALA, i.e., the final amount of oil offered was 5.54 mg of oil/g, equivalent to 5.54 g/kg. For mice
with 30 g of body weight, this meant 166.2 mg of oil. Due to the low weight of a mouse, it can be
difficult to understand how much this amount represents. To better assimilate this value, we can
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draw a parallel with a 70 kg person, to which 5.54 g/kg would represent 31.02 mL, according to the
conversion proposed by Reagan-shaw et al. Thus, as we commented, caution should be taken when
defining the quantity of oil administered.

Only one experiment adopted gavage once a week. The set values were 250 or 500 mg/kg of
body weight, which represents a weekly amount of 7.5 or 15 mg for a 30 g mouse. Considering that
the gavage was performed weekly, this amount was similar to that of most of the other studies analyzed.

3.2.3. Vehicle

Depending on the amounts exemplified in the previous section and taking into account that
oral gavage in mice is commonly performed with a proprietary gavage needle attached to a 1 mL
insulin syringe, depending on the amount administered per animal, it is not possible to administer
only the oil treatment and thus a vehicle substance is required. The choice of this vehicle may affect the
study results, and it is essential that the authors describe in detail the procedure used. It is not possible
to use an innocuous vehicle, such as a saline solution, because the oil treatment will not dissociate
from it.

Only 28.57% of the studies made it clear to have used a vehicle in the methodology section. These
studies mentioned having used olive oil or corn oil (Table 3). However, we emphasize that, according
to the quantities administered, other experiments probably used vehicles and did not mention it in the
methodology section of the studies.

3.2.4. Control Substance

Another fundamental point that should be present in the methodology section of the studies is
the indication of the substance offered to the control groups. As already mentioned, the possible stress
created by oral gavage should be mimicked in the control groups. Another factor to be taken into
consideration is the calories generated by the oil treatment, which should also be present in this group.
Also, because it is a lipid experiment, the calories added by it should also be considered. If a control
oil is chosen, it should be evaluated whether it has characteristics that may affect the results of the
experiment, such as inflammatory or anti-inflammatory capacity, orexigenic or sacietogen potential,
laxative factors, etc.

3.3. Oil Administration Included in the Diet

3.3.1. Diet

The experiment design with the addition of oil to the diet does not allow exact control of the dose
that each animal receives, only a percentage in relation to the total ingested in the diet. An advantage
is that it avoids the stress caused by handling and storage, possibly not requiring daily handling of
animals. However, it is important to emphasize that, according to the oil used, possible rancidity and
oxidation of the compounds should be considered. To circumvent this adversity, researchers added
0.2 ug of t-butylhydroquinone/g of oil to mice diets and performed daily feed exchanges [30].

Unlike the experiments with gavage, we did not identify a pattern regarding the number of
calories from fat in the experiments with added dietary oil. Quantities ranged from 32-60% of kcal
from fat, as shown in Table 4. In the control groups, they ranged from 10 to 13%. Diets with 60% of
the calories being from lipids are considered effective in promoting obesity and metabolic changes
associated with the disease. However, some authors argue that this percentage exceeds the dietary
habits common to Western diets [41,42].

The amount of sucrose in the diet of animals is also a factor that should be considered. Although
both a high-fat diet and a high sucrose diet may lead to liver fat accumulation, this will happen through
different mechanisms. For example, a sucrose-rich diet may lead to a further increase in de novo
lipogenesis [43].
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Regarding the groups with a hypercaloric diet, in 25% of the studies that we analyzed, there was
no description of the amount of sucrose used. In 50% of the experiments, the amount was 100 g/kg. In
the experiment that used the lowest amount, the diet consisted of 89 g/kg sucrose, but also 162 g/kg
maltodextrin. Already the experiment that used more sucrose added a total of 203.75 g/kg.

Table 4. Group division and percentage of lipids in the diets of the experiments using lipids in studies
that added it to the diet.

Control Group Treatment Group

Ref. Lean Control Obese Control Lean Treatment Obese Treatment

[29] 13% kcal from fat ~ 49% kcal fat content Not applicable 49% kcal fat content
[30] 10% kcal from fat 35% kcal fat content 10% kcal from fat 35% kcal fat content
[31] 10% kcal from fat 50% kcal fat content 10% kcal from fat 50% kcal fat content
[32] 10% kcal from fat 50% kcal fat content Not applicable 50% kcal fat content

[33] e 46% kcal fat content Not applicable 46% kcal fat content
[34] 12% kcal from fat 32% kcal fat content Not applicable 32% kcal fat content
[35] &= 60% kcal fat content Not applicable 60% kcal fat content
[36] - 46,3% kcal fat content Not applicable 46,3% kcal fat content

Lean control: Group that received a normocaloric diet. Obese control: Group that received a high-fat diet. Lean
treatment: Group that received a normocaloric diet and the studied lipid replacing some component of the diet.
Obese treatment: Group that received a high-fat diet and the studied lipid replacing some component of the diet.

It is noteworthy that the experiments that choose this design should adjust the percentage of
kcal from fat in the control and treatment obese groups and even, depending on the objective of the
work, consider balancing the amounts of saturated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids,
for example, when comparing the ratio between omega-6 and omega-3. The authors highlighted the
importance of matching the fat content (as shown in Table 5). Both experimental groups received
equivalent amounts of saturated, monounsaturated, and polyunsaturated fatty acids, only differing in
the ratio between omega-6 and omega-3. Thus, a possible bias caused by the difference between the
percentage of fatty acid saturation was avoided. Therefore, the difference was limited to the type of
polyunsaturated fatty acid in the diet [36].

In addition to the percentage change shown in Table 4, the composition of the diets also did not
present a definite pattern (Table 5). Park et al. (2016) did not alter the sucrose content of the diet but did
change the soybean oil of the control diet for the oil under study [30]. Bargut et al. (2014) maintained
the amount of sucrose, increased the amount of casein in the obese groups in order to match the
protein percentage with that of the control diet (10% of total protein calories). In addition, the lean
treatment group received 36 g of fish oil in place of soybean oil, and the obese control group received
238 g/kg of fish oil while the obese control group received 238 g/kg of lard [31]. Chamma et al. (2017)
Offered all groups the same amount of soybean oil and sucrose. Lean control groups received less
casein and more corn starch, totalizing 75.8% of energy from carbohydrates, 14.3% of protein, and 9.9%
of lipids. The obese groups received the same amount of casein, corn starch, and sucrose with different
amounts of lard in change with medium-chain triacylglycerol (MCT) [32]. Beppu et al. (2017) also only
change the amount of lard in the diet of the obese groups for starfish oil [33]. Soni et al. (2015) kept the
same ingredients in all groups, the only change in diet was that the obese treatment group received
20 g/kg of fish oil and 30 g/kg of corn oil, while the obese control group received 50 g/kg of corn oil [34].
Yang et al. (2015) keep the same amount of all nutrients in the diet of experimental groups, with the
exception of an exchange of 100 g/kg of lard for 100 g/kg of saury oil [35].
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Table 5. Composition of the diets of the experiments using lipids in studies that added it to the diet.

Ref. Diet Composition
[29] HFD Control: Lard-based diet 49% total kcal of diet from fat
HFED Treatment: 41.7% total kcal of diet from treatment oils
Lean Control: 45 g/1045.0 g (10% of kcal) from soybean oil and 350 g/1045.0 g of sucrose
[30] Lean Treatment: 45 g/1045.0 g (10% of kcal) from pine nut oil and 350 g/1045.0 g of sucrose
’ HFD Control: 157.5 g/848.1 g of lard (35% of kcal), 45 g/848.1 g (10% of kcal) from soybean oil and
172.8 g/848.1 g of sucrose
HFD Treatment: 157.5 g/848.1 g of lard (35% of kcal), 45 g/848.1 g (10% of kcal) from pine nut oil and
172.8 g/848.1 g of sucrose
Lean Control: 40 g/kg of soybean oil, 100 g/kg of sucrose and 140 g/kg of casein
131] Lean Treatment: 36 g/kg of fish oil, 4 g/kg of soybean oil, 100 g/kg of sucrose and 140 g/kg of casein
’ HED Control: 238 g/kg of lard, 40 g/kg of soybean oil, 100 g/kg of sucrose and 175 g/kg of casein
HFD Treatment: 238 g/kg of fish oil, 40 g/kg of soybean oil, 100 g/kg of sucrose and 175 g/kg of casein
Lean Control: 42 g/kg of soybean oil, 622.69 g/kg of cornstarch, 100 g/kg of sucrose, 42 g/kg of
soybean oil and 136 g/kg of casein
[32] HFD Control: 236 g/kg of lard, 42 g/kg of soybean oil, 352.192 g/kg of cornstarch, 100 g/kg of sucrose,
: 42 g/kg of soybean oil and 170 g/kg of casein
HFD + 25% MCT: 177 g/kg of lard, 42 g/kg of soybean oil, 61.5 g/kg of medium-chain triacylglycerol,
350.192 g/kg of cornstarch, 100 g/kg of sucrose, and 170 g/kg of casein
HFD + 75% MCT: 59 g/kg of lard, 42 g/kg of soybean oil, 184,5 g/kg of medium-chain triacylglycerol,
345.192 g/kg of cornstarch, 100 g/kg of sucrose, and 170 g/kg of casein
HED + 100% MCT: 42 g/kg of soybean oil, 246 g/kg of medium-chain triacylglycerol, 342.692 g/kg of
cornstarch, 100 g/kg of sucrose, and 170 g/kg of casein
HFD Control: 200 g/kg of lard, 200 g/kg of casein, 250 g/kg of corn starch, 100 g/kg of fructose,
(3] 100 g/kg of sucrose, and 50 g/kg of soybean oil
i HED + 2% of Starfish Oil: 180 g/kg of lard, 200 g/kg of casein, 250 g/kg of corn starch, 100 g/kg of
fructose, 100 g/kg of sucrose, 20 g/kg of starfish oil and 50 g/kg of soybean oil
HED + 5% of Starfish Oil: 150 g/kg of lard, 200 g/kg of casein, 250 g/kg of corn starch, 100 g/kg of
fructose, 100 g/kg of sucrose, 50 g/kg of starfish and 50 g/kg of soybean oil
Lean Control: 222 g/kg of casein, 50 g/kg of sucrose, 560 g/kg of corn starch, 50 g/kg of cellulose,
[34] 25 g/kg of corn oil and 25 g/kg of coconut oil
‘ HFD Corn Qil Control: 256 g/kg of casein, 100 g/kg of sucrose, 348 g/kg of corn starch, 58 g/kg of
cellulose, 100 g/kg of coconut oil and 50 g/kg of corn oil
HFD Treatments: 256 g/kg of casein, 100 g/kg of sucrose, 348 g/kg of corn starch, 58 g/kg of cellulose,
100 g/kg of coconut oil, 30 g/kg of corn oil + 20 g/100 g of EPA and DHA-enriched oils
HFD Control: 258 g/kg of casein, 162 g/kg of maltodextrin, 89 g/kg of sucrose, 65 g/kg of cellulose,
[35] 320 g/kg of lard, and 32 g/kg of soybean oil
HFD Treatment: 258 g/kg of casein, 162 g/kg of maltodextrin, 89 g/kg of sucrose, 65 g/kg of cellulose,
220 g/kg of lard, 32 g/kg of soybean oil and 100 g/kg of saury oil
HFD Control: 40.8% SFA, 42.0% MUFA and 17.3% PUFA (15.9% Omega-6 and 1.4% Omega-3) (Lard
[36] and soybean-based diet)

HFD Treatment: 41.5% SFA, 41.4% MUFA and 17.1% PUFA (12.5% Omega-6 and 4.6% Omega-3)
(Lard, soybean oil and Menhaden fish oil-based diet)

Note: HFD, high-fat diet; MCT, medium-chain triacylglycerol; DHA, docosahexaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic
acid; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFAs, polyunsaturated fatty acids. Lean control: Group that received
a normocaloric diet. HFD control: Group that received a high-fat diet. Lean treatment: Group that received
anormocaloric diet and the studied lipid replacing some component of the diet. HFD treatment: Group that received

a high-fat diet and the studied lipid replacing some component of the diet.

3.3.2. Dose and Control Substance

The lipids used to compose the control diet and the animal treatment varied among experiments
(Table 5). Park et al. (2016) conducted an experiment with four groups of C57BL/6 mice, two
control groups with 10% of the energy from lipids, and two HFD groups with 45% of the energy
from fat. One control group received all lipids from pine nut oil (PNO), and the other received all
lipids from soybean oil (SBO). The high-fat diet (HFD) groups received 35% from lard and 10% from
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PNO or SBO [30]. The authors pointed out that SBO was chosen to compose the diet because its
fatty acid composition is similar to that of PNO. To avoid oxidation of polyunsaturated oils, 0.2 ug of
t-butylhydroquinone/g of oil was added to the diet.

However, some studies have changed the amount of lard in diets [33,35,44]. In the research
conducted by Chamma et al. (2017), the fat control group received 236 g/kg of lard and 42 g/kg of
soybean, and the treatment groups received 25%, 75% or 100% of medium-chain triacylglycerol (MCT)
replacing lard, keeping the amount fixed at 42 g/kg of soy oil.

In 87.5% of the experiments analyzed, the authors chose to offer diets containing lard as the main
source of lipids (Table 5). Of these, 57.14% made it clear that the diets of the treatment groups received
the lard treatment oil, and only one experiment [30] chose to replace the soybean oil for the treatment
oil of the control diet, maintaining the same amount of lard.

Only one experiment did not have a lard-based diet but rather used coconut oil. The authors of
this research also opted to replace the treatment oil for the control diet’s corn oil [34].

The consistency, conservation, and palatability of the diet is a fundamental point in this
type of experiment, as a change in any of these factors may bias the experiment. In this sense,
Jurado-Ruiz et al. (2016) pointed out that the smell of fish oil may reduce the feed intake of animals.
To circumvent this possible adversity, the authors added bacon flavoring to the diet, as well as 0.2 ug
of t-butylhydroquinone/g oil, to avoid lipid oxidation [30].

4. Conclusions

We conclude by this review that there is standardization in the amount of fat percentage in the
diet of gavage experiments, amount of dietary fat in control groups, type of fat used to compose
most of the diet in diets with added oil, and the sex of the animals. However, we did not find
a standardization regarding age and quantity of animals per group, time of adaptation, duration of
the experiment, amount of lipids used in treatment, the vehicle used for storage, and the substance
offered to control groups. It is worth mentioning that these are relevant aspects of the analysis of the
quality and replicability of experiments. In some cases, they were not described in the methodology
of the studies. Establishing a standard model can be a complicated task since defining the best
methodology is practically impossible, given the many variables of biological models. However,
standardization should be encouraged since its absence makes it difficult to advance researches in
this field. Furthermore, it is essential that variables that may influence the final result to be described.
Only then can new experiments confirm the results obtained by or that rely on the performance of new
intervention proposals.

Supplementary Materials: The following are available online at http:/www.mdpi.com/2072-6643/11/12/3067/s1,
Figure S1: Flowchart of the methodology used to choose the articles that comprised this review.
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1 | INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MetS) is a complex and multifactorial state
characterized by the presence of a set of risk factors as abdominal
obesity, insulin resistance, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
dyslipidaemia, hyperglycaemia and cardiometabolic risk factors that
can increase the prevalence of diabetes, coronary heart disease, ath-
erosclerotic diseases and others morbidities (Kassi et al., 2011; Priest
& Tontonoz, 2019).

The prevalence of MetS varies according to the population, gen-
erally with prevalence between 20% and 40% (Engin, 2017). The
most common component found in individuals with MetS is abdom-
inal obesity (Engin, 2017). Waist circumference is correlated with
visceral fat accumulation, and this measure has a probability of 0.94
(95% confidence interval 0.88-0.99) to predict the existence of he-
patic steatosis (Borruel et al., 2014).

The obesity epidemic is a worldwide public health problem; ac-
cording to the Global Health Observatory data repository, in 2016,
the number of overweight individuals (body mass index—BMI = 25)
reached 39% of the world population, while the number of obese peo-
ple (BMI = 30) reached 13.1% (WHO, 2019). In Latin America and the
Caribbean, excessive weight affects an even higher percentage of indi-
viduals, as 58% of the population is overweight and 23% is obese (FAO,
OPS, & WFP, 2019).

It has been well described that oxidative damage is positively
correlated with obesity (Ferndndez-Sanchez et al., 2011) and plays
an important role in the establishment and progression of NAFLD,

increasing inflammation, insulin resistance and contributing to the
progression of liver fibrosis (Besse-Patin & Estall, 2014; Ferramosca
et al., 2017; Masarone et al., 2018; Tsuchida & Friedman, 2017).

It is hypothesized that reestablish the redox state in the liver
and adipose tissue can be a strategy to alleviate obesity (Furukawa
etal., 2017). So, foods with antioxidant nutrients and bioactive com-
pounds can be adjuvants in the treatment of MetS and the disorders
associated with it. In this context, crude buriti pulp oil (BPO) appears
as a potential functional food.

The Buritizeiro is one of the largest palm trees in the Brazilian ter-
ritory and can reach up to 35 metres in height (Cymerys et al., 2005;
Ferreira, 2008). The fruit of the buriti has a rigid and scaly (epicarp)
rind of brown colour. Its pulp (mesocarp) is oily and has an orange
colour that can become reddish, according to its ripening state
(Figure 1). Buriti is an important source of nutrients for animals and
local populations that live in the biome of Cerrado, Pantanal and
Amazon (Silva et al., 2009). In flooded areas, there are approximately
130 to 155 buriti palm trees per km?. Each tree produces on average
200 kg of fruits (Cymerys et al., 2005; Ferreira, 2008).

The oil principal components are oleic (72.6%-78.7%) and palmitic
acid (19.2%-19.6%) (Albuquerque et al., 2005; Aquino et al., 2012;
Medeiros et al., 2015). Also, buriti is recognized as a source of carot-
enoids. The Brazilian Agricultural Research Corporation (Embrapa)
listed the use of buriti to supply nutritional deficiencies in poor com-
munities in the Amazon (Filho & Lima, 2001). Also, it has been shown
that the intake of buriti candy for 20 days by children aged 3 to 12 years
was able to eliminate symptoms related to vitamin A deficiency.

(@)

(b)
FIGURE 1 Buriti fruit (Mauritia
1cm flexuosa). (a)—Scaled epicarp. (b)—
Mesocarp. Source: Authors
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FIGURE 2 Experimental design. Crude buriti pulp oil (BPO)

Handcrafted BPO has total carotenoid content ranging from
1661 to 1,890 mg/kg (Albuquerque et al., 2005; Aquino et al., 2012;
Garcia-Quiroz et al., 2003; Silva et al., 2009). In humans, low levels
of serum p-carotene (Christensen & Thomas Lawler, 2019; Wang
et al., 2019; Xiao et al., 2019) and lower intake (Christensen &
Thomas Lawler, 2019) are positively correlated with the severity of
the hepatic injury caused by NAFLD.

Another possible mechanism of action of BPO is its tocopherol con-
tent. Vitamin E has been well documented as a treatment for NAFLD
(Rinella, 2015), and BPO has a total of a-tocopherol ranging from 1,099
to 1,343 mg/kg and 647 to 918 mg/kg of p-tocopherol (Silva et al., 2009).

However, few animal experiments have investigated the possible
benefits and risks of ingesting crude buriti pulp oil. And, so far, no
studies have been carried out regarding the use of BPO as preven-
tion of NAFLD and obesity-related metabolic changes.

Therefore, the objective of this research was to verify the effects of
the supplementation of BPO in the metabolic changes correlated with
the MetS caused by a high-fat diet, such as dysregulation in glucose
homeostasis and lipid profile, accumulation of fat in the visceral region
and alteration of markers related to cardiometabolic risk and NAFLD.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Animals

For this study, were used 48 male C57BL/6 mice from Central
Bioterium—Technical Unit of the Federal University of Mato Grosso do
Sul (UFMS). The experiment was conducted at a multi-user Laboratory
of Experimental Disease Models from UFMS. The animals were re-

ceived at the age of twenty-one days and went through a week of

100 mg/Kg BPO

adaptation to the new location. All animals were housed in individual
cages in Micro Insulated Ventilated Rack (Alesco®, Campinas, Brazil,
Sao Paulo) with a temperature of 21 + 2°, the humidity of 60 + 10%
and a 12-hr light-dark cycle with night cycle beginning at 7 p.m. After
being received, the animals went through a week of adaptation be-
fore the treatment starts. The treatment was conducted for 12 weeks.
Euthanasia was performed according to established rules of good con-
duct in animal experiments. The animals fasted for eight hours and
were anaesthetized with isoflurane (inhalation) before euthanasia.
After exsanguination, the animals received overdose of anaesthesia
to ensure death.

2.2 | Experimental design

Animals were divided into four groups (Figure 2). The lean control
group (Lean-C), that received the AIN-93M diet, and three other
groups that received AIN-93M modified diet: the obese control
group (Obese-C), the 50 mg/kg of BPO group (50mg-BPO) and the
100 mg/kg of BPO group (100mg-BPO).

Lean-C and Obese-C received control oil by daily gavage. The
50mg-BPO group received 50 mg/kg of BPO by daily gavage and
the 100mg-BPO group received 100 mg/kg of BPO by daily gavage.

Olive oil was used as a control oil. For treatment oil administration,
a stock solution with BPO and olive oil was used. All groups had daily
received by gavage an isovolumetric quantity of oil per kilogram of
body weight at the dose of 0.01 ml/g. For example, a 30-gram mouse
of the control group received 0.3 ml of olive oil, while a 30-gram mouse
of the 50mg-BPO group received a stock solution containing 50 mg/
Kg of BPO and olive oil to complete 0.3 ml. Gavage was performed

during the fasting period of the animals for 12 weeks at 9 a.m.
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Body weight and food intake were measured once a week. The
amount of oil administered to the animals was based on weekly body

weight measurements.

2.3 | Diets

During the adaptation week, all animals received NUVILAB CR1
(Quimtia®, Brazil, Paran4) ration. Then, the control lean group received
the AIN-93M diet (Reeves et al., 1993) while obese groups received a
high-fat AIN-93M-modified diet, to induce obesity. The AIN-93M diet
and AIN-93M-modified diet was provided by RHOSTER® (Brazil, Sao
Paulo). The high-fat diet had the same composition of the AIN-93M
diet, but with the exchange of starch for lard to make the diet hyper-
lipidaemic and hypercaloric, reaching 17,99 g/100 g of total protein
(13,55% of kcal), 36,44 g/100 g of carbohydrates (27,44% of kcal) and
34,82 g/100 g of lipids (59,01% of kcal).

2.4 | Buriti pulp oil extraction

The fruits of Buriti were collected at the Campo Grande Campus of
the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS) (20°29'55.8"S;
54°36'45.5"W). The specimens were selected and washed in run-
ning water and then sanitized in chlorinated solution (200 mg/L) for
15 min. The fruits were peeled manually, and the pulps (mesocarp)
were removed. The separated pulps were oven-dried at 40°C for 4 hr.
Subsequently, extraction of BPO was achieved using a manual press,
the same model that is commonly used and sold for oil production by
the local population from the state of Mato Grosso do Sul. The crude
buriti pulp oil principal components were 76.45% (+0.04%) of oleic
acid and 18.37% (+0.04%) of palmitic acid (mean + standard devia-
tion). The full fatty acid profile is presented in supplemental Table S1.

2.5 | Oral glucose tolerance test

The oral glucose tolerance test (OGTT) was performed at the be-
ginning of the twelfth week of treatment. The animals fasted for
6 hr before the test. Due to the obese groups, to avoid bias (Ayala
et al., 2010) a dose of 1 g/kg of glucose diluted in 0.01 ml/g of water
given by oral gavage was defined. For plasma glucose analyses, 50 pl
of blood was sampled after a tail cut at 0, 15, 30, 60, and 120 min.
Plasma glucose was measured with a glucometer (INJEX® Sens™ I,
Brazil, Sao Paulo).

2.6 | Histology

The criteria of the histopathological analysis were adapted from
(Pokorska-Spiewak et al., 2017). The scoring model was used to

define the absence or presence of lesions and the degree of injury

when present: steatosis (fatty degeneration), necrosis, vasodilation,
leucocyte infiltrate, hyaline degeneration, hydropic degeneration
and fibrosis.

2.7 | Plasma analyses

Plasma levels of glucose, total protein, creatinine, total cholesterol, al-
bumin, uric acid, urea, triglycerides, aspartate transaminase (AST) and
alanine transaminase (ALT) were analysed in COBAS® C111 automa-
tion (Roche—Germany), calibrated and following internal and external
quality control (from the National Quality Control Program—PNCQ)
through spectrophotometry (kinetics for enzymes and colorimetric
for the other analytes), according to the manufacturer guidelines.

2.8 | Oxidative stress markers

For thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) samples of the
liver and epididymal adipose tissue were homogenized in a cold
buffer containing 20nM sodium phosphate, with pH 7.4, 150nM
NaCl (1:20 w/v) and 0,1% Triton. The homogenates were centrifu-
gated for 5 min (5000g), and the determinations were then per-
formed using the supernatants. To perform reduced glutathione
(GSH) assay, an acid extract was prepared with samples of tissue and
12% trichloroacetic acid (TCA), 1:10 w/v.

2.8.1 | Thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS)

To estimate liver and adipose tissue lipoperoxidation a TBARS assay
was performed following the method of Ohkawa and Bird and
Draper (Bird & Draper, 1984).

2.8.2 | Reduced glutathione assay

GSH was determined according to Beutler et al. (1963). The acid ex-
tracts described above were centrifugated for 5 min (5000 g), and the
supernatants were added to 2.5 nM DTNB (5,5 -dithiobis-2-nitroben-
zoic acid) in 0.2 M sodium phosphate buffer, pH 8.0. Then, the forma-
tion of the yellow thiolate anion was measured at 412 nm.

2.9 | Statistical analysis

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM).
To test the normality distribution of data, a Kolmogorov-Smirnov
normality test with Dallal-Wilkinson-Lillie for P-value was per-
formed. For data that presented normal distribution, an ordinary

one-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test
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was performed, and for data without normal distribution, a Kruskal-
Wallis followed by Dunn's multiple comparisons test was used. Data
with P-value < 0.05 were considered as statistically significant. All

data were performed at Prism 8 version 8.2.0.

3 | RESULTS
3.1 | Anthropometric measurements, liver weight
and feed intake

At the beginning of the experiment, animals were separated in a way
that all groups had statistically the same weight. After 12 weeks,
Lean-C group presented lower weight compared with the other
groups. Although treatment groups, especially the 50mg-OPB
group, showed numerically greater fat weight-to-body weight when
compared to the Obese-C group, the mean was not statistically dif-
ferent. Also, the abdominal circumference was higher in both treat-
ment groups (Table 1).

Figure 3 shows the feed intake and weight of animals during
the experiment. Groups that received a high-fat diet consume

TABLE 1 Anthropometric measurements and liver weight in animals

statistically the same amount of diet during the role experiment and

gained more weight than the Lean-C group.

3.2 | Plasma analysis

Seric glucose, total cholesterol, uric acid and ALT were higher in the
100mg-BPO group when compared to the Lean-C group, and triglyc-
erides were higher than all other groups. Also, 50mg-BPO showed a
higher level of uric acid than Lean-C and Obese-C groups (Table 2).

3.3 | Histological analysis
3.3.1 | Adipose tissue

As shown in Figure 4 and Table 3, the Lean-C group had smaller
adipocytes when compared to other groups. Regarding the obese
groups, the 50mg-BPO group had adipocytes with an area statisti-
cally equal to the Obese-C group, whereas the 100 mg group pre-
sented the lowest adipocytes area.

Parameters Lean-C Obese-C 50mg-BPO 100mg-BPO

Initial weight (g) 21.14 +0.63 21.32 +0.59 21.21 +0.52 21.6 + 0.54

Final weight (g) 26.75 + 0.74 33.55 £ 0.81*** 35.88 + 1.15"*** 35.75 + 1.06****

Liver weight (g) 1.22 + 0,04 1.25+ 0,07 1.23 +0,04 1.22 + 0,05
Retroperitoneal fat (g) 0.14 + 0.02 0.60 + 0.05**** 0.82 + 0.02**** and ## 0.69 + 0.06™***
Epididymal fat (g) 0.41 +0.02 1.69 + 0.06 1.81 +0.10 1.88 +0.11
Abdominal circumference (cm) 5.81 + 0.10 7.30 + 0.14*** 7.97 + 0.16™** and ## 8.04 + 0.14"** and ##

Note: Data are present in mean + standard error of mean (SEM). The markers *** and **** mean different from Lean-C at p < .005 and p < .001,
respectively, and ## means different from Obese-C at p < .01. Crude buriti pulp oil (BPO).

(a) 30
e == Lean-C
i
3 20
= -~ Obese-C
8 —— 50 mg-BPO
§ 10 —— 100 mg-BPO
=

0 T T

T T T T T T T 71T
12 3 456 7 89
Week

10 11 12

—— 50 mg-BPO

o - 100 mg-BPO
= QObese-C
?30'
Ko} —— Lean-C
20 T T

1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12
Week

FIGURE 3 Feed intake of groups during the experiment. (a) Feed intake was low during the first week, possibly due to feeding exchange
and/or stress caused by gavage. After the first week, the consumption normalized. The Control-C group ingested a higher amount in

grams of feed when compared to obese groups, but the diet provided to the obese groups had higher calories per kilogram and higher fat
percentage, so these groups gained more weight. (b) Animals’ weight throughout the experiment. Control-C was statistically different from
other groups at p < .0001, and the obese groups had no difference with each other. Data are present in mean + standard error of mean

(SEM). Crude buriti pulp oil (BPO)
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TABLE 2 Plasma biochemical analysis

Parameters Lean-C
Glucose (mg/dl) 230.00 + 22.65
Total protein (g/l) 26.02 +4.15
Creatinine (mg/dl) 0.16 + 0.04
Total cholesterol (mg/dl) 66.78 + 5.12
Albumin (g/L) 19.64 + 2.99
Uric acid (mg/dl) 1.12 +0.18
Urea (mg/dl) 29.27 +4.27
Triglycerides (mg/dl) 2710 +2.08
ALT (U/L) 10.28 + 1.62
AST (U/L) 58.58 + 9.53

Obese-C

255.60 + 15.94

24.59 + 3.29

0.18 +0.02
96.70 + 6.29
27.14 + 4.04

2,04 +£0.22
31.16 + 1.67
31.52 +3.44
2534 +1.84
56.13 + 6.42

50mg-BPO
292.70 + 2112
2521+ 3.39
0.22 +0.04
106.00 + 8.07
23.01+3.24
3.24 +0.43"** and #
30.31 +2.56
26.69 +2.00
28.11 + 4.67
52.25 + 10.50

100mg-BPO
320.50 + 14.11"
34.42 + 3.65
0.26 +0.02
119.90 + 10.92**
30.79 + 5.00
273 £ 0.97¢
28.48 +1.28
44.53 £ 2.64**, ## and +++
39.37 + 9.08*
75.71 + 14.49

Note: Data are present in mean + standard error of mean (SEM). The markers *** and * mean different from Lean-C at p < .005 and p < .05,
respectively, ## and # mean different from Obese-C at p <.01 and p < .05, and +++ means different from 50mg-BPO at p < .005. Alanine

aminotransferase (ALT); aspartate aminotransferase (AST); crude buriti pulp oil (BPO).

TABLE 3 Adipocytes area in epididymal adipose tissue of the animals in each experimental group

Parameter Lean-C Obese-C

Adipocytes area (um?) 2,661.32 +48.9 8,357.05 + 160.22*

50mg-BPO
8,043.62 + 172.23*

FIGURE 4 Histological analysis of

the epididymal adipose tissue of each
experimental group. Images are presented
with 20x magnification. Bar scale: 100 um.
Crude buriti pulp oil (BPO)

100mg-BPO
6,961.82 + 177.01%, ## and +

Note: The marker * means different from Lean-C at p < .05, ## different from Obese-C at p <.01 and + different from 50mg-BPO at p < .05. Crude

buriti pulp oil (BPO).

3.3.2 | Renal tissue

In the analysis of renal tissue, we observed that the groups receiving

a high-fat diet showed an increase in fat deposition (steatosis) in the

distal tubules of the deep and superficial cortical region. However, the

only group that presented a statistical difference when compared to

the Lean-C and other groups was the 100mg-BPO group (Figure 5 and
Table 4).

87



RECENA AYDOS ET AL.

FIGURE 5 Histological analysis of
the renal tissue of each experimental
group. Images are presented with 20x
magnification. Bar scale: 100 um. CR
= renal corpuscle. Crude buriti pulp oil
(BPO)

TABLE 4 Renal steatosis score

Score Lean-C

2 100%

4 0%

6 0%

Mean 2.00 +0.00

Obese-C 50mg-BPO 100mg-BPO

60% 75% 40%

40% 25% 30%

0% 0% 30%

2.80+0.33 2.50 +0.26 4.22 + 0.52*** # and ++

Note: The 100mg-BPO presented more renal fatty accumulation than other experimental groups.
Score 2 means the absence of lesions (fatty accumulation). Score 4 means the presence of minor
injury. Score 6 means the presence of medium injury. Renal fatty accumulation was presented

in 60% of the animals in the 100mg-BPO group. The markers *** mean different from Lean-C at
p < .005, # different from Obese-C at p < .05 and ++ different from 50mg-BPO at p < .01. Crude

buriti pulp oil (BPO).

3.3.3 | Hepatic tissue

Histological analysis of the liver showed that Obese-C and 100mg-
BPO group presented mild, diffuse and macrovesicular steatosis with
a higher concentration in zone 2 (intermediate zone). The 50mg-BPO
group presented a moderate median for diffuse and macrovesicular
steatosis, also predominant in zone 2. All groups receiving a high-fat
diet were statistically different from the Lean-C group. There was no
significant difference between the obese groups (Figure 6 and Table 5).

3.4 | TBARS and reduced glutathione
3.4.1 | Liver TBARS and reduced glutathione

Concerning lipidic damage, although the 50mg-BPO group showed
a tendency towards higher TBARS, this was not statistically signifi-
cant, so all groups presented the same amount of TBARS in the liver.
Reduced GSH was depleted in high-fat groups, but there was no

difference between the Obese-C group and groups that received BPO
(Figure 7).

3.4.2 | Adipose tissue TBARS and glutathione

There was no statistical difference in GSH and TBARS in high-fat
groups. But, the Obese-C group presented higher GSH when com-
pared with the Lean-C group, and the 50mg-BPO group showed
more TBARS than the Lean-C group (Figure 8).

3.5 | Oral glucose tolerance test

Figure 9 shows the glycaemic curve of the groups. The glucose in the
Lean-C group returned to basal levels after 30 min (p = .1294). After
15 min, the glucose of all obese groups rose to the same values; however,
the Obese-C group returned to baseline after 30 min (p = .9844), and
although the drop was not marked, the 100mg-BPO group also returned
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TABLE 5 Analysis of hepatic steatosis score in different
treatments (median)

50mg- 100mg-
Parameter Lean-C  Obese-C =~ BPO BPO
Hepatic steatosis 2 4* 6" 4*
score

Note: The marker * means different from Lean-C at p < .05. Score 2
means the absence of lesions (fatty accumulation), score 4 means the
presence of minor injury, and score 6 means the presence of medium
injury. Crude buriti pulp oil (BPO).

statistically to baseline after 30 min (p = .1857), while the 50mg-BPO
group remained above baseline (p = .0001). Blood glucose in the 50mg-
BPO group only returned to baseline values after 60 min (p = .9996),
indicating that animals in this group had lower glucose tolerance.

4 | DISCUSSION

In this study, we administered to C57BL/6 mice a high-fat diet with
59,01% of calories from lipids, to induce obesity, and also a control
oil or supplementation of BPO (an oil-rich in oleic acid, carotenoids
and tocopherols) to test whether this food can attenuate the meta-
bolic changes resulting from a high-fat diet.

The groups with a high-fat diet had the same feed intake, indi-
cating that the BPO had no orexigenic effect or caused satiety in an-
imals. Although the same consumption of ration in high-fat groups,
when compared with the Obese-C group both groups that received
BPO presented a worsening in metabolic risk factors associated with
MetS, as discussed below.

FIGURE 6 Histological analysis of

the hepatic tissue of each experimental
group. Images are presented with

20x magnification. Bar scale: 100 um.

VC = centrilobular vein, EP = portal space.
Black arrows indicate hepatic steatosis.
Crude buriti pulp oil (BPO)

One important risk factor associated with MetS is abdominal
obesity. Also, waist circumference is correlated with visceral fat ac-
cumulation. In this experiment, animals in the groups that received
BPO showed larger abdominal circumference when compared to
the Obese-C group, besides that, retroperitoneal fat was higher is
50mg-BPO group in comparison with Obese-C group.

Another risk factor related to MetS is the presence of insulin
resistance. In this sense, the 100mg-BPO group presented fast-
ing glucose levels higher than the Obese-C group, and 50mg-BPO
needs more time to return to basal glucose levels in OGTT when
compared to other groups. These analyses indicate that groups
that received BPO have less glucose tolerance than then Obese-C
group.

Regarding hypertriglyceridaemia, 100mg-BPO was the only
group that had a statistical difference when compared to the Lean-C
group, presenting triglyceride levels 64,32% higher than the Lean-C
group. This change can be explained when we analyse the histolog-
ical changes in adipose tissue. The group that received 100 mg of
BPO had smaller adipocytes than other groups that received the
high-fat diet, showing that 100mg-BPO group had possibly a higher
rate of lipolysis in adipose tissue. This scenario of triacylglycer-
ols mobilization can be associated with more release in free fatty
acids in the portal vein that can be directed to the liver or other
organs (Bosy-Westphal et al., 2019; Rutkowski et al., 2015; Slawik &
Vidal-Puig, 2006).

Corroborating this hypothesis, animals of the 100mg-BPO group
had markedly more fat deposition in the kidney, being the only group
with medium injury in the organ. Fatty accumulation in the kidney is
a factor associated with an increased risk of chronic kidney disease

and hypertension [29].
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Also, although the hypothesis that large adipocytes are cor-
related with a worse metabolic state is well established (Lane, 2013),
some researches have failed to support this theory, in fact, in some
cases, it has been observed that the presence of smaller adipocytes
correlates with a worse metabolic state (Johannsen et al., 2014;
Sierra et al., 2015).

Our results regarding blood glucose and serum triglycerides are
similar to those found in another study. Alcada et al. (2017) found
that C57BL/6 mice fed by a 45% fat diet for 14 weeks also did not
entail a statistical difference in the levels of basal glycaemia and
triglycerides when compared the lean control group with the high-

fat control group; however, a high-fat diet in association with the
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supplementation of vitamin E resulted in unbalanced glucose me-
tabolism, causing hyperglycaemia and hypertriglyceridaemia (Alcala
et al., 2017).

Concerning NAFLD, none of the animals in the Lean-C group
had liver damage, whereas the animals in the groups with a high-fat
diet had mild or moderate injuries. A total of 45.46% of the animals
in the 50mg-BPO group had moderate steatosis (the most severe
state presented in all groups), while only 20.00% of the animals in
the Obese-C had this degree of steatosis, but these data showed
no statistical difference. Therefore, we cannot say that BPO aggra-
vated hepatic steatosis in the BPO supplemented groups, but it was
certainly not beneficial.

Metabolic syndrome is also correlated with cardiovascular prob-
lems, and it is well described that the quantification of serum uric acid
can be used as a biomarker to predict cardiovascular risk and met-
abolic syndrome (Silva et al., 2015; Thaslima Nandhini et al., 2018).
Also, observational studies showed that serum uric acid is correlated
with NAFLD, and it can be a predictive factor of NAFLD even when
regressions are adjusted for age, gender and MetS (Xu et al., 2010),
and when ALT levels are also high along with uric acid levels, the
presence of NAFLD is even more likely(Zelber-Sagi et al., 2006).

In this sense, Obese-C group levels of uric acid did not differ
from Lean-C, but the 100mg-BPO group showed higher values of
uric acid when compared to the Lean-C group and the 50mg-BPO
group showed higher values than the Lean-C group and the Obese-C
group. So supplementation of BPO increased the levels of uric acid.
The 100mg-BPO also was the only group that presented more ALT
levels when compared with the Lean-C group, indicating possible
damage in the liver associated with NAFLD.

So, supplementation of BPO increased the levels of biomarkers
related to cardiovascular disease, NAFLD and MetS in BPO groups.

Although metabolic syndrome, obesity and NAFLD are cor-
related with increases in oxidative stress, researches have shown
that antioxidants can have a deleterious effect on the prevention
of obesity (Alcala et al., 2017; Peris et al., 2019). The reason for the
worsening is not yet well established. For some authors, in some
situatinons, a reduction in oxidative stress can also cause a reduc-
tion in the adaptive capacity of the organism, since previous ex-
posure to oxidative damage—in small quantities—can increase the
oxidative defence of the body by adapting the expression of antiox-
idant enzymes (Niki, 2016). It is also hypothesized that antioxidants
can block ROS function as second messengers and may disrupt the
differentiation of mesenchymal stem cells in preadipocytes and
later in mature adipocytes (Kanda et al., 2011; Tormos et al., 2011).

It was found that the carotenoid Lycopene in lower doses did not
attenuate alcohol-induced stress oxidative in Fischer 344 rats and can
even aggravate alcohol-related changes when administrated in high
doses (3.3 mg/kg BW/dY)(Veeramachaneni et al., 2008). In women
with a high risk of cardiovascular disease, vitamin E, vitamin C and
B-carotene do not improve cardiovascular events (Cook et al., 2007).
In a meta-analysis that includes only participants from developed
countries (to avoid the bias of nutritionally deficient populations),

vitamin E did not prove to reduce mortality, cardiovascular death or

cerebrovascular accident, and f-carotene, although in small propor-
tion, significantly increased risk of death (Vivekananthan et al., 2003).

Therefore, although BPO has the potential to be a functional
food (Neri-Numa et al., 2018), in the context of this study, it wors-
ened the metabolic changes caused by weight gain. One of the
factors that may have contributed to this result was the use of an-
tioxidant compounds before the onset of obesity, as previously re-
ported with vitamin E supplementation (Alcala et al., 2017), so to
test this hypothesis we measured TBARS and reduced glutathione in
the liver and adipose tissue.

Our results showed that the 50mg-BPO group was the only
group with a statistical difference in TBARS when compared with
the Lean-C group, also it has numerically lower levels of reduced
glutathione in adipose tissue, indicating that this group had higher
oxidative stress in this tissue and corroborating the hypothesis of
the imbalance on redox state caused by the administration of an-
tioxidants before the establishment of a large amount of oxidative
stress. But, the 100mg-BPO did not show higher levels of TBARS or
lower values of glutathione in the analysed organs.

Other researches also did not found beneficial effects of crude
BPO supplementation. Crude BPO improves retinol deposition in the
liver and serum of neonatal rats, however, delayed reflex maturation
and negatively impacts somatic growth, when compared with ani-
mals fed with soya bean oil (Medeiros et al., 2015). In another exper-
iment, crude BPO increased total cholesterol and LDL-cholesterol
when compared with the control group that received soya bean oil
(De Souza Aquino et al., 2015).

Buriti is a wide fruit consumed in Brazil, and although BPO had
emerged as a potential functional food, due to its composition of
fatty acids and vitamins, in our model and other experiments, crude
BPO had negative health effects; however, studies are scarce,
and there is a real need for more evidence to improve this claim.
Therefore, it is still too early to make any kind of inference and more
research with crude BPO and possible secondary compounds ob-
tained in its extraction are necessary. We also encourage research-
ers to test whether crude or refined BPO can attenuate NAFLD after
the onset of the disease.

5 | ANIMAL WELFARE STATEMENT

The experiment was approved and conducted with the consent of
the Animal Use Ethics Commission from the Federal University of
Mato Grosso do Sul (protocol n® 932/2018). The project, including
plant and animal specimens used in the research, was registered at
the Ministry of the Environment via SISGEN, in accordance with ar-
ticle 41 of Decree No. 8.772/ 2016, which regulates the registration
of access to genetic heritage or associated traditional knowledge,
with the code of register: AB4C726.
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SUPPLEMENTAL TABLE 1 Crude buriti pulp oil fatty acid profile (mean + standard

deviation)

Fatty acid

Lauric Acid Methyl Ester
Myristic Acid Methyl Ester
Pentadecanoic Acid Methyl Ester
Palmitic Acid Methyl Ester
Palmitoleic Acid Methyl Ester
Heptadecanoic Acid Methyl Ester
Stearic Acid Methyl Ester

Elaidic Acid Methyl Ester

Oleic acid methyl ester

Linoleic Acid Methyl Ester
Eicosenoic Acid Methyl Ester
Cis-11-Eicosenoic Acid Methyl
Ester

Lignoceric Acid Methyl Ester
Saturated

Monounsaturated
Polyunsaturated

Non identified

Total

Crude buriti pulp oil
(% of total fatty acids)
0.13+0.00
0.09+0.00
0.03+0.00
18.37+0.04
0.10+0.00
0.09+0.00
1.84+0.01
0.03+0.00
76.45+0.04
1.11+0.00
0.09+0.00

0.47+0.00
0.02+0.00
20.66
77.05
1.11

1.18
100.00
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APENDICE 4 — DIETA UTILIZADA NO EXPERIMENTO

Os animais do grupo “dieta padrdo” foram alimentados de acordo com as
diretrizes apresentadas pelo American Institute of Nutrition (AIN-93M). Para a dieta
hiperlipidica foi realizada alteracdo na dieta AIN-93M, substituindo parte do amido de

milho por lipideos, conforme proposto por Lenquiste et al. (2015) (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicéo das dietas que foram utilizadas no experimento
Quantidade de gramas/kg

Ingredientes Dieta Padrédo Dieta
(AIN-93M) Hiperlipidica

Amido de milho 465,692 265,692
Caseina (= 85% proteina) 140 140
Banha de porco - 200
Ami milh Xtriniz 4%
tetra?sosaccjzrideos(; dexirinizado (50.94% de 155 155
Sacarose 100 100
Oleo de soja (sem aditivos) 40 40
Fibra 50 50
Mix de minerais (AIN-93MMX) 35 35
Mix de vitaminas (AIN-93-VX) 10 10
L-Cistina 1,8 1,8
Bitartarato de colina (41,1% colina)! 2,5 2,5
Terc-butil-hidroquinona 0,008 0,008

1 - Baseado no peso molecular da base livre.
Fonte: Baseado em (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993); LENQUISTE et al. (2015).
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