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RESUMO

MELO, V.C.S. Efeitos da substituicao da dieta hiperlipidica pela dieta padrao
sobre a homeostase glicémica e esteatose hepatica em camundongos. 63
paginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pds-Graduagdo em Biociéncias e
Saude, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste, 2024

O consumo de alimentos ultraprocessados, ricos em gordura, tém contribuido para o
aumento mundial da obesidade e de outros disturbios metabdlicos decorrentes do
excesso de tecido adiposo, entre eles a Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica.
Pratica de exercicios fisicos e reeducacado alimentar constituem o tratamento de
primeira linha para o emagrecimento, contudo, na tentativa de acelerar a perda de
peso, € comum a utilizacdo de dietas restritivas, insustentaveis a longo prazo e que
resultam em reganho de peso. Objetivo: Investigar se a substituicdo de uma dieta
rica em gordura por uma dieta normolipidica (padrdo), nao restritiva, € capaz de
contribuir para a melhora da composi¢cédo corporal, da homeostase glicémica e da
esteatose hepatica de camundongos obesos por dieta hiperlipidica. Métodos: Em
uma primeira fase, os animais foram separados em dois grupos, um que recebeu dieta
hiperlipidica e outro que recebeu dieta padrao, por 8 semanas. Na segunda fase,
metade dos animais que estavam com dieta hiperlipidica tiveram a alimentacao
substituida por dieta padréao. O peso corporal foi aferido semanalmente, assim como
foram realizados testes de avaliagdo da ingestdo alimentar e de tolerancia a glicose e
a insulina. Os animais foram eutanasiados ap6s 8 semanas da intervencao dietética
e um fragmento do tecido hepatico foi extraido para a realizagédo de analise histolégica.
Resultados: A dieta hiperlipidica induziu a obesidade, com ganho de peso
substancial, e alteragdes metabdlicas, como: hiperglicemia, resisténcia a insulina,
dislipidemia e esteatose hepatica. Por outro lado, a substituicao por dieta padréo nao
influenciou no consumo calérico total diario, contudo o consumo alimentar no periodo
diurno foi menor no grupo alimentado com dieta padrao. Além disso, a intervencao
dietética reestabeleceu o peso corporal, normalizou a glicemia, perfil lipidico e
minimizou a esteatose hepatica. Conclusao: Intervencbes dietéticas menos
restritivas, baseada em dietas balanceadas em macronutrientes sdo efetivas no
tratamento da obesidade e comorbidades.

Palavras-Chave: obesidade; dietoterapia; dieta hiperlipidica; figado gorduroso



ABSTRACT

MELO, V.C.S. Effects of replacing a high-fat diet to a standard diet on glycemic
homeostasis and hepatic steatosis in mice. 63 paginas. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de Pd6s-Graduagao em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, Campus Cascavel, Unioeste, 2024

The consumption of ultra-processed foods, high in fat, has contributed to the global
increase in obesity and other metabolic disorders resulting from excess adipose tissue,
including Non-Alcoholic Fatty Liver Disease. Physical exercise and dietary reeducation
constitute first-line treatment for weight loss; however, in an attempt to accelerate
weight loss, the use of restrictive diets is common, which are unsustainable in the long
term and result in weight regain. Objective: To investigate whether replacing a high-
fat diet with a normolipidic (standard), non-restrictive diet can contribute to improving
body composition, glycemic homeostasis, and hepatic steatosis in obese mice fed a
high-fat diet. Methods: In the first phase, the animals were divided into two groups, one
receiving a high-fat diet and the other a standard diet, for 8 weeks. In the second
phase, half of the animals on the high-fat diet had their food replaced with a standard
diet. Body weight was measured weekly, and tests were performed to assess food
intake and glucose and insulin tolerance. The animals were euthanized after 8 weeks
of dietary intervention, and a fragment of liver tissue was extracted for histological
analysis. Results: The high-fat diet induced obesity, with substantial weight gain, and
metabolic alterations, such as hyperglycemia, insulin resistance, dyslipidemia, and
hepatic steatosis. On the other hand, replacing it with a standard diet did not influence
total daily caloric intake, but food consumption during the daytime was lower in the
group fed the standard diet. Furthermore, dietary intervention restored body weight,
normalized blood glucose, lipid profile, and minimized hepatic steatosis. Conclusion:
Less restrictive dietary interventions, based on balanced macronutrient diets, are
effective in treating obesity and comorbidities.

Keywords: obesity; dietary therapy; high-fat diet; fatty liver
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca inflamatéria, crénica, de baixo grau, caracterizada
pelo excesso de tecido adiposo que leva a alteragbes metabdlicas prejudiciais a
saude. Apresenta origem complexa e multifatorial, estando relacionada a aspectos
genéticos, ambientais e comportamentais, principalmente alimentagcéo inadequada e
sedentarismo (Cuppari, 2019). Em vista disso, a soma do processo de urbanizagao,
em que as pessoas ficaram mais sedentarias, com a maior oferta de alimentos
ultraprocessados, mais caléricos e palataveis, resultou em um ambiente obesogénico
(Brasil, 2014; Fisberg et al., 2016; WHO, 2017; Nilson et al., 2019), que foi ainda mais
acentuado na pandemia da Covid-19, por conta dos lockdowns (Goitia et al., 2022).

Dados recentes mostram que no Brasil 31,88% da populagéo é obesa (Brasil,
2022), com uma projecdo de que, caso nenhuma providéncia seja tomada, a
obesidade alcance 41% da populagéo até 2035 (WOF, 2023). Motivo de preocupacéo,
porque, atrelada a ela, estda uma série de comorbidades, tais como: dislipidemias,
hipertensao arterial, Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2), Doenga Hepatica Gordurosa
N&o Alcoolica (DHGNA), entre outras (Brasil, 2014; Nilson et al., 2019; Jl et al., 2021).

A coexisténcia dessas Doengas Crénicas Nao Transmissiveis (DCNT) com a
obesidade ocorre, principalmente, por conta do excesso de tecido adiposo, em
especial o visceral, que contribui para uma desregulacao das vias de sinalizacédo da
insulina, levando a captagdo diminuida de glicose pelos tecidos periféricos,
prejudicando suas fung¢des (Esser et al., 2014; Mancini, 2020; Kawai, Autieri, Scalia,
2021).

De acordo com Rabacow, Azeredo e Rezende (2019), aproximadamente 25,3%
das principais mortes por DCNT e 14,9% de todas as mortes poderiam ser evitadas a
cada ano no Brasil com a reducéo do indice de Massa Corporal (IMC), pois uma perda
de 5% a 10% do peso corporal de obesos tende a melhorar parcialmente as
comorbidades (Mancini,2020). Sendo assim, a obesidade deve ser tratada com
atencao, e o balango energético negativo, em que as calorias ingeridas sdo menores
do que o gasto caldrico total, consiste na estratégia mais tradicional e menos invasiva

para o emagrecimento (Marcelino, Patricio, 2011; Melby et al., 2017; Rose et al.,
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2021). Contudo, a elevada taxa de insucesso na perda e manutencao do peso corporal
sugere que individuos obesos apresentam anormalidades metabdlicas, que
contribuem para um desequilibrio energético e ganho de peso (Kawai, Autieri, Scalia,
2021).

Na literatura, a utilizacdo de modelos experimentais animais, principalmente
camundongos, para estudar a obesidade induzida por dieta é ampla, pois eles
reproduzem em grande parte o que ocorre na doenga humana e, além disso, o
tamanho pequeno, a alta fecundidade, o ambiente controlado e o ciclo de vida curto
contribuem para a realizagao das pesquisas (Kleinert et al., 2018). Por isso, é possivel
encontrar diversos relatos sobre os efeitos da alteragao de dieta (de hiperlipidica para
padrdo) na reversibilidade da obesidade de camundongos C57BL/6. No entanto, eles
sdo conflitantes, porque a metodologia difere em composi¢cao das dietas, tempo de
exposicao e idade dos animais, o que parece influenciar na melhora da obesidade e
comorbidade em alguns trabalhos (Baiges-Gaya et al., 2022; Siersbak et al., 2017;
Hatzidis et al., 2017) ou na manutencdo da obesidade, mesmo apds a intervengao
dietética (Guo et al., 2022).

Analisando esse contexto e sabendo que o excesso de tecido adiposo e uma
alimentacao hiperlipidica tém relagdo com neuroinflamacao e resisténcia hipotalamica
cronica aos sinais de horménios anorexigenos e pro-termogénicos (Waise et al.,
2015), este trabalho pretende investigar se a obesidade e suas comorbidades seriam
completamente revertidas caso uma dieta obesogénica fosse removida e substituida
por uma que, em um primeiro momento, nao geraria ganho de peso. Ou seja, melhorar
a composicao nutricional da dieta, saindo de uma dieta rica em gorduras para uma
normocalérica e equilibrada em macronutrientes pelo mesmo periodo é uma
estratégia adequada para o emagrecimento, restabelecimento da homeostase
glicémica e da DHGNA?
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar em camundongos obesos por dieta hiperlipidica se a substituicdo de
uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica por uma normocaldrica e normolipidica

influencia na composig¢ao corporal, na homeostase glicémica e na histologia do figado.

2.1 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica no peso corporal (fase 1 — inducdo da
obesidade).

- Avaliar o efeito da substituicdo de dieta hiperlipidica para dieta padrdo no peso
corporal (fase 2 — intervencéo dietética).

- Relacionar a dietal/intervencdo dietética com a homeostase glicémica e seus
parametros (tolerancia a glicose, tolerancia a insulina e a concentragdes plasmaticas
de glicose).

- Comparar a ingestdo alimentar (em kcal) entre os grupos experimentais,
relacionando-a com a evolugao do peso corporal e o tipo de dieta/intervencéo.

- Relacionar a dieta/intervencao dietética com as concentragdes plasmaticas e
hepaticas de lipideos (triglicerideos — TG e colesterol — COL).

- Avaliar a presencga (ou ndo) de esteatose hepatica e comparar os estagios de

progressao da doenga entre 0s grupos experimentais.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Obesidade

A obesidade é definida como um acumulo excessivo de gordura corporal que
representa risco a saude (Cuppari, 2019). De acordo com a Organizagao Mundial da
Saude (WHO, 2017), o IMC, calculado pela divisdo do peso (em quilos) pela altura
ao quadrado (em metros), € um parametro para se diagnosticar estado nutricional,
sendo que para adultos um indice acima de 25kg/m?indica sobrepeso, e valores acima
de 30kg/m?, obesidade.

A prevaléncia da obesidade tem crescido no mundo todo atingindo propor¢des
epidémicas. De acordo com o Atlas Mundial da Obesidade (WOF, 2023), caso a
tendéncia atual se mantenha, estima-se que, entre 2020 e 2035, o percentual de
obesos entre a populagdo mundial suba de 14% para 24% com um aumento mais
representativo entre criangas e adolescentes.

Essa elevacado expressiva da obesidade representa um problema de saude
publica, uma vez que, atrelada a essa condi¢ao, encontra-se uma série de DCNTSs,
tais como doencas cardiovasculares, hipertensao arterial, alguns tipos de canceres,
DM2, DHGNA, osteoartrites, apneia do sono, entre outras, o que, além de prejudicar
a qualidade de vida das pessoas, diminuir a produtividade e a expectativa de vida,
também representa custo e sobrecarga aos sistemas de saude (Nilson et al., 2019;
WHO, 2017). Segundo o Ministério da Saude (Brasil, 2022), dos 6 bilhdes de reais
que foram gastos em 2019 com o tratamento de DCNT, aproximadamente 22%, ou
seja, 1,5 bilh&do de reais tinham relagdo com sobrepeso e obesidade.

Ainda mais preocupante € o aumento da adiposidade entre criancas e
adolescentes, uma vez que perder e manter o peso apds emagrecimento € dificil e,
por isso, 0 excesso de peso na infancia esta fortemente relacionado a presenca de
obesidade na vida adulta (Maclean et al., 2005).

Apesar de a etiologia da obesidade ser complexa e multifatorial, abrangendo
aspectos genéticos, ambientais, socioculturais e comportamentais, o fator-chave para
0 ganho de peso parece ser um balango energético positivo em que ha um consumo
calérico maior do que o gasto energético (Cuppari, 2019). Isso explica, em parte, o
aumento da populacdo obesa que, devido ao processo de urbanizacao, ficou mais

sedentaria e propensa a comer alimentos hipercaléricos e ultraprocessados (Brasil,
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2014; Fisberg et al., 2016; WHO, 2017; Nilson et al., 2019). Ademais, os lockdowns,
durante a pandemia da Covid-19, também contribuiram para a inatividade fisica e para
o aumento do “comer emocional” (Goitia et al., 2022).

Dessa forma, de maneira simplista, parece claro que para emagrecer bastaria
realizar um balango energético negativo com restricdo calérica e aumento da atividade
fisica; contudo a maioria dos individuos tem dificuldade em atingir e manter essa perda

de peso a longo prazo (Maclean et al., 2005).

3.1.1 Regulagdo da Homeostase Energética

Em condigdes fisiolégicas normais, o peso corporal tende a se manter
relativamente estavel gracas a um complexo sistema fisiolégico que atua,
principalmente, por meio da integragéo de sinais periféricos a centros hipotalamicos,
reguladores da fome/saciedade e do gasto energético (Maclean et al., 2005).

As concentragcbes de leptina e insulina sdo dois desses sinais periféricos
enviados ao hipotalamo e estao relacionadas ao estoque periférico de energia, pois
refletem a massa do tecido adiposo (Velloso, Araujo, Souza, 2008). Ja as
concentragbes dos horménios colecistocinina (CCK), peptideo semelhante ao
glucagon-1 (GLP-1), e grelina carreiam informacdes a respeito da disponibilidade de
nutrientes advindos da alimentagao (Mancini, 2020).

Ao atingirem o hipotadlamo, mais especificamente o nucleo arqueado (ARQ),
esses hormoénios ligam-se a receptores expressos em duas subpopulagdes de
neurénios: uma que expressa neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao
agouti (AgRP), e outra que expressa pré-6pio-melanocortina (POMC) e o transcrito
relaciona a cocaina e a anfetamina (CART) (Souza et al., 2005; Velloso; Araujo;
Souza, 2008).

Durante os periodos de jejum, ou quando os estoques periféricos de energia
estao baixos — portanto, quando ha uma diminuigcdo das concentragdes de insulina e
de leptina e aumento da grelina — a expressdo dos neurbénios POMC/CART é
inativada, e os NPY/AgRP séao ativados, estimulando o nucleo lateral a liberar orexina
e 0 hormdnio concentrador de melanina (MCH), que aumentam a fome e inibem a
termogénese, respectivamente. De maneira oposta, em periodo pos-prandiais,
caracterizado pelo aumento das concentragdes de insulina, CCK, GLP-1 e queda da

grelina, ou quando os estoques de energia estdo elevados e quando ha um aumento
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de leptina, os neurénios NPY/AgRP sao inativados, enquanto POMC/CART estao
ativos e estimulam a liberagdo do horménio liberador de tireotrofina (TRH) e o
horménio liberador de corticotropina (CRH) pelo nucleo paraventricular, que, além de
inibirem a fome (anorexigenos), também séo pro-termogénicos (Souza et al., 2005).

Se por um lado, em condigdes fisioldgicas normais, a regulagdo da homeostase
energética ocorre de maneira tdo precisa, por outro, uma alimentagcdo rica em
gorduras e o excesso de tecido adiposo podem desencadear uma série de disfungdes
metabdlicas, entre elas destacam-se a inflamacao hipotalamica e a resisténcia a
insulina (RI), que prejudicam o emagrecimento e ainda contribuem para a obesidade
(Jais; Bruning, 2017; Kawai, Autieri, Scalia, 2021).

3.2 Dieta Hiperlipidica e Obesidade

Como relatado anteriormente, a obesidade ocorre, principalmente, quando ha
um balang¢o energético positivo, ou seja, quando o consumo caldrico € maior do que
o gasto energético (Cuppari, 2019). No entanto, tanto estudos epidemioldgicos (Musso
et al., 2003; Toshimtsu et al., 2007) quanto experimentais (Wilde et al., 2009; Baiges-
Gaya, 2022; Tordoff, Ellis, 2022) mostram que n&o é somente a densidade energética
da dieta que importa para o ganho de peso e para o desenvolvimento de
comorbidades, mas a composi¢do de macronutrientes da prépria dieta.

Nesse sentido, o modelo experimental de obesidade animal induzida por dieta
hiperlipidica € amplamente empregado para a realizagao de estudos que visam a uma
melhor compreensdao acerca dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
obesidade. Sao utilizados, sobretudo, camundongos da linhagem C57BL/6, pois suas
alteracbes metabdlicas sdao muito semelhantes ao fendtipo da doenga humana
(Kleinert et al., 2018; Stott; Marino, 2020) com desenvolvimento de hiperinsulinémica,
hiperglicemia, danos hepaticos (Aydos et al., 2019) e inflamacgao hipotalamica (Thaler
etal., 2012).

Antes mesmo de o consumo da dieta hiperlipidica acarretar aumento de peso
corporal, ele provoca uma inflamacdo em areas hipotalamicas criticas para a
homeostase energética (Thaler et al., 2012). Como resultado, a sinalizagao
anorexigena da insulina é prejudicada (Souza et al., 2005), os neurébnios POMC
sofrem apoptose e os AgRP séo regulados positivamente, ocasionando hiperfagia e

contribuindo para um desequilibrio energético (Jais; Bruning, 2017).
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Waise et al. (2015) observaram que, em camundongos C57BL/6 com seis
semanas de vida, a administragdo de um unico dia de dieta hiperlipidica, composta
por 60% de lipidios, 20% de carboidrato e 20% de proteina, aumentou a expressao
de biomarcadores pro-inflamatorios no génglio nodoso e no hipotalamo. De maneira
semelhante, Thaler et al. (2011) verificaram que ratos apresentaram aumento de IL-6
e TNFa logo nos primeiros trés dias de administragdo de uma dieta composta por 60%
de lipidios.

Essa inflamagéo hipotalamica de baixo grau, além de prejudicar o controle
central da fome/saciedade, também influencia no funcionamento de tecidos periféricos
como, as ilhotas pancreaticas. Arruda et al. (2011) notaram que ratos tratados,
intracerebroventricular, com baixas doses de TNFa apresentaram glicemia normal,
porém com ativagao reduzida de mediadores das vias de sinalizag&o de insulina (IRS1
e FOXO1) e hiperinsulinemia, caracteristicas normalmente presentes na obesidade e

relacionadas a RI, intolerancia a glicose e Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2).

3.3 Obesidade, Inflamacao Periférica e Resisténcia a Insulina

Na obesidade, os adipdcitos sao o principal local de armazenamento do
excesso de energia e, por isso, ficam hipertrofiados, o que causa hipoperfusao e
hipdxia, ativando vias que levam a maior liberagao de citocinas pro- inflamatdrias, tais
como TNFa (fator de necrose tumoral a), IL6 (interleucina 6), IL1 (interleucina 1) e
MCP-1 (proteina de quimioatragdo de mondcitos) (Francisqueti; Nascimento; Corréa,
2015; Kawai; Autieri; Scalia, 2021; Russo et al., 2021). Esse ambiente inflamatorio tem
relacdo com uma diminuicdo da sensibilidade de diferentes tecidos ao efeito
metabdlico da insulina (Francisqueti; Nascimento; Corréa, 2015).

Ainsulina € um horménio polipeptidico produzido e armazenado pelas células
B das ilhotas de Langerhans. No pancreas, secretam esse horménio em resposta ao
aumento das concentragdes circulantes de nutrientes, em especial a glicose (Guyton;
Hall, 2011). Em condi¢des normais, quando a concentragdo de glicose circulante
aumenta, as células B pancreaticas captam-na por meio do transportador de glicose
2 (GLUT2). Entao, sua metabolizagéo intracelular gera um aumento da proporgao
entre adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP), que desencadeia o
fechamento de canais de potassio ATP dependentes, causando despolarizacéo e

abertura de canais de Calcio (Ca?*) e de Sédio (Na*) voltagem dependentes. O rapido



19

influxo de Ca?* leva a translocagéo e a fusdo dos granulos de insulina na membrana
plasmatica, resultando em exocitose e distribuicao via corrente sanguinea para agir
em tecidos-alvos, como o musculo esquelético, o figado e o tecido adiposo (Komatsu
et al., 2013; Kalwat; Cobb, 2017; Galicia-Garcia et al., 2020).

No musculo esquelético e no tecido adiposo, a insulina se liga a um receptor
especifico de membrana e ativa uma cascata de reagdes que culminam na
translocacao do transportador de glicose 4 (GLUT 4) até a membrana, permitindo a
entrada da glicose por difusdo facilitada e, assim, diminuindo a glicemia plasmatica
(Kalwat; Cobb, 2017). Além disso, exerce fun¢do anabdlica, inibindo a glicogendlise
hepatica e estimulando tanto a sintese de glicogénio muscular e hepatico quanto o
estoque de triglicerideos (TG) pelo tecido adiposo (Carvalheira; Zecchin; Saad, 2002;
Marzzoco; Torres, 2007; Esser et al., 2014; Kawai; Autierl; Scalia, 2021).

Contudo, na obesidade, o aumento das concentragcbes de citocinas pro-
inflamatdrias, somada a reducado de adipocinas e a elevacao da concentragdo de
acidos graxos livres (AGL) circulantes, leva a um quadro de resisténcia a insulina (RI),
em que o funcionamento da via de sinalizacdo da insulina é prejudicado, resultando
em diminui¢cao da translocacido de GLUT 4 para a superficie e uma menor captacao
de glicose. Com isso, ocorre hiperglicemia que, na maioria das vezes, € corrigida com
um aumento compensatoéria na secreg¢ao de insulina (hiperinsulinemia), que, a longo
prazo, pode levar as células B pancreaticas a faléncia por exaustdo, evoluindo o
quadro de RI para tolerancia alterada a glicose e, enfim, DM2 (Mahan; Escott-Stump;
Raymond, 2013; Mancini, 2020; Fahed et al., 2022).

3.4 Obesidade e Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcoodlica (DHGNA)

A doencga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) € uma das principais
causas de doencga hepatica cronica no mundo e, assim como a DM2, esta intimamente
associada a Rl e a obesidade, sendo encontrada em até 91% das pessoas com
obesidade grave (IMC>35kg/m?) (Aydos et al., 2019; Juanola et al., 2021). Ela
compreende um amplo espectro de danos ao figado relacionados a lesdo de
hepatdcitos, processos inflamatérios e fibrose (Pouwels et al., 2022). Sendo assim,
varia desde uma simples esteatose hepatica até progressdées mais graves como
esteato hepatite néo alcodlica (EHNA), cirrose e hepatocarcinoma (Liang et al., 2014;
Esser et al., 2014; Juanola et al., 2021; Xu et al., 2022).
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O figado é um ¢6rgao fundamental para o metabolismo dos macronutrientes,
responsavel pela sintese, armazenamento e redistribui¢gdo de lipidios, aminoacidos e
glicose, de maneira altamente coordenada, regulada pela disponibilidade e
necessidade energética (Siersbaek et al., 2017). Por isso, o desenvolvimento de
DHGNA esta associado, entre outros fatores, ao consumo de uma dieta rica em
gorduras (Musso et al., 2003; Hatzidis et al., 2017; Velazquez et al., 2019). Um estudo
epidemioldgico observou que pacientes com EHNA apresentaram uma dieta mais rica
em gordura saturada e colesterol do que individuos saudaveis, com mesma idade,
sexo e IMC (Musso et al., 2003).

Os estados de jejum e alimentado afetam o funcionamento do figado,
principalmente, de trés modos distintos. Sdo eles: 1) alterando seu estado de
armazenamento de glicogénio para degradagdo de acordo com as variagdes de
glicemia, de insulina e de glucagon plasmaticos; 2) utilizando acidos graxos como
fonte de energia interna por meio de vias oxidativas ou fornecendo energia a outros
orgaos a partir de corpos cetdnicos; 3) eliminando moléculas nitrogenadas reativas,
derivadas do metabolismo de aminoacidos (Trefts et al., 2017).

Na obesidade, o figado apresenta uma espécie de resisténcia seletiva a
insulina, uma vez que a falta de sensibilidade a esse horménio prejudica sua
capacidade de captar a glicose e sintetizar glicogénio, mas estimula a via da
lipogénese de novo e aumenta a concentragdo de TG hepatico pelo fato de que
hiperinsulinemia ativa o SREBP-1 (fator de transcricdo de ligagcdo ao regulador de
esterol 1) (Carvalheira; Zecchin; Saad, 2002; Liang et al., 2014; Esser et al., 2014;
Trefts et al., 2017; Juanola et al., 2021). Esse excesso de gordura no figado leva a
disfuncdo mitocondrial, aumento do estresse oxidativo, lipotoxicidade e resposta
inflamataria, tipicos da DHGNA (Guo et al., 2022).

O emagrecimento, por meio de uma alimentagao balanceada e da pratica de
exercicios fisicos, € a principal estratégia para o tratamento da DHGNA, tendo em
vista que existe uma relagado dose-resposta entre a magnitude da perda de peso e a
melhora da esteatose hepatica (Moreira, 2017). Contudo, n&o esta bem estabelecido
se as demais alteragdes metabdlicas da obesidade, induzidas pela dieta hiperlipidica,
também sao revertidas com a perda de peso. Hovarth et al. (2014) avaliaram amostras
de tecido hepatico de 21 individuos pré e pds-cirurgia bariatrica e perceberam que,
apesar de uma diminuigdo significativa do IMC, a rapida perda de peso nao foi

suficiente para reverter a aceleracdo da idade epigenética. Em contrapartida,
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Siersbaek et al. (2017) observaram que a substituicdo de uma dieta hiperlipidica por
uma dieta padrao normalizou o peso corporal e reverteu a esteatose hepatica de
camundongos.

Com relacdo aos experimentos de obesidade animal induzida por dieta
hiperlipidica, a falta de padronizacédo nos estudos, no que tange a idade, quantidade
de animais por grupo, tempo de adaptagao, duragcéo do experimento e percentual de
lipidios, prejudica a comparagdo entre eles em alguns estudos, sendo relatada
melhora da obesidade e comorbidades (Baiges et al., 2022; Siersbaek et al., 2017,

Hatzidis et al., 2017), e, em outros, obesidade persistente (Guo et al., 2019).
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4 METODO

4.1Tipo de Estudo

Trata-se de uma pesquisa basica de natureza experimental, realizada por
meio de uma abordagem quantitativa.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Fisiologia Enddcrina e
Metabolismo (LAFEM) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE),
campus de Cascavel, de marco de 2022 a agosto 2023.

Todos os procedimentos foram aprovados e seguiram as recomendacdes do
Comité de Etica no Uso de Animais da UNIOESTE (em ANEXO).

4.2 Amostra

A amostra foi composta por 35 camundongos machos da linhagem C57BL/6
com aproximadamente seis semanas de vida e peso corporal médio de 20g, oriundos
do biotério central da UNIOESTE e mantidos no biotério setorial do LAFEM.

Os animais foram alocados em caixas, contendo dois ou trés camundongos,
em condicbes de temperatura (23 £ 2°C) e luminosidade (12 horas claro/escuro)
controladas. Durante as duas primeiras semanas, todos receberam dieta padrao e
agua a vontade para aclimatarem. Apés o periodo de aclimatacéo, os animais foram
separados, aleatoriamente, em dois grupos, sendo eles: 1) CTL, contendo nove
animais, que receberam dieta padréo durante todo o experimento; 2) HFD, contendo
26 animais, que receberam dieta hiperlipidica para induzir a obesidade. Depois oito
semanas recebendo dieta hiperlipidica, foi feita uma intervencao dietética com
metade dos animais do grupo HFD, trocando a racdo para dieta padréo, formando

entdo o grupo HFD-CD, com 13 animais.

4.3 Desenho Experimental

A Figura 1 elucida melhor as etapas do trabalho, mostrando a ordem ao longo

do tempo. Os procedimentos serdo detalhados nos préximos tépicos.
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Figura1 - Desenho Experimental. Evolugao do experimento apresentando todas as fases da pesquisa
de acordo com o tempo (em semanas de experimento). Indugdo da obesidade por HFD durante oito
semanas apo6s aclimatagdo. Seguida de intervencéo dietética (retorno ou ndo a dieta padréao) pelo
mesmo periodo. IpGTT, ITT e avaliagdo da ingestao alimentar na semana anterior a eutanasia.
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Fonte: a autora (adaptado de www.biorender.com)

4.4 Inducéo da Obesidade (fase 1)

Para induzir a obesidade, os animais do grupo HFD receberam dieta
hiperlipidica, composta por 37,9% de lipideos e densidade energética de 6,23 kcal/g.

A dieta hiperlipidica foi preparada no LAFEM, composta por 50% de dieta
padrao triturada; 14,8% de caseina; 4% de 6leo de soja; e 31,2% de banha de porco
(adaptado de Yang et al., 2015).

Os animais do grupo CTL receberam dieta padréao (Supralab, Brasil) com 3,8
kcal/g obtida no Biotério Central da UNIOESTE, composta por 70% de carboidratos,
20% de proteinas e 10% de gorduras. Para acompanhamento da evolucdo do peso

corporal, todos os animais foram pesados semanalmente.

4.5 Intervencdao Dietética (fase 2)

Na fase 1 do experimento, o grupo CTL serviu como parametro para constatar
a obesidade do grupo HFD. Verificada a obesidade, ap0s oito semanas de dieta

hiperlipidica, iniciou-se a fase 2, com metade dos animais do grupo HFD trocando a
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alimentacéo para dieta padréo, dando origem ao grupo HFD-CD.

4.6 Avaliacdo da Ingestédo Alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada na pendltima semana de experimento, ou
seja, na 72 semana apos a intervencdo dietética e na 232 semana de vida dos
camundongos. Para isso, os animais foram alocados em caixas individuais, e 0
consumo alimentar foi registrado a partir da subtracéo entre a quantidade de ragao
ofertada e o seu residuo, a cada 12 horas, por trés dias, estabelecendo os horarios
de 7h e 19h para registro. Os resultados apresentados foram obtidos pela média do

consumo, expressos em kcal/12h ou kcal/24h.

4.7 Teste Intraperitoneal de Tolerancia a Glicose (ipGTT)

A tolerancia a glicose foi avaliada por meio do ipGTT na 232 semana de vida
dos camundongos. Para tanto, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum
prévio. Por meio de um picote na cauda dos camundongos e com o auxilio de um
glicosimetro, foi aferida a glicemia de jejum (tempo 0). Em seguida, os animais
receberam uma injecao intraperitoneal de glicose na concentragcao de 2g/kg de peso
corporal para a verificacdo da glicemia aos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos apés a

administracao.

4.8Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Dois dias depois do ipGTT e ap0s 2 horas de jejum, os camundongos foram
submetidos ao ITT. Por meio de um picote na cauda dos camundongos, e com 0
auxilio de um glicosimetro, foi aferida a glicemia de jejum (tempo 0). Em seguida, 0s
animais receberam uma injecao intraperitoneal de insulina na concentracédo de
0,75U/kg de peso corporal. A tolerancia foi avaliada de acordo com a glicemia nos
tempos 3, 6, 9, 12, 15 e 21 minutos ap0s a administracdo da injecdo. Ao final do
teste, os animais receberam 100ul de glicose a 50% para evitar hipoglicemia e

ficaram em observacgao durante uma hora.
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4.9 Eutanasia

ApOs oito semanas da intervencao dietética, os animais foram eutanasiados.
Para isso, foram anestesiados com 9mg/kg de cloridrato de xilazina e 90mg/kg de
cloridrato de ketamina. Constatada a sedacao, foram decapitados. O sangue total foi
coletado em tubos heparinizados, e os tecidos (figado e gorduras retroperitoneal e

perigonadal), extraidos, pesados e armazenados para posteriores analises.
4.10 Dosagens Plasméticas

O plasma foi utilizado para dosagem de glicose, triglicerideos e colesterol por
meio de kits colorimétricos comerciais (Bioclin, Quibasa, Brasil), seguindo instrucdes
do fabricante. O TG plasmatico foi utilizado, em conjunto com a glicemia de jejum,
para predizer resisténcia a insulina por meio do calculo do indice de TyG,

representado por: LN [(TG x glicemia de jejum)/2] (Guerreiro-Romero et al., 2010).

4.11 Histologia do Figado

Um fragmento do I6bulo hepatico esquerdo foi coletado de cada animal em
corte transversal do centro em direcdo a margem do 6rgdo. As amostras foram
fixadas em solucao de formalina de Carson [formaldeido 37% em peso (10%),
metanol (1,5%) e PBS, pH 7,4 (88,5%)] por 24 horas e depois lavadas em agua
corrente antes de serem desidratadas em concentracfes crescentes. de alcool. As
amostras foram entédo diafanizadas em xilol e embebidas e incluidas em Paraplast®
(Sigma Co, St Louis, MO). Secc¢bes de 7um de espessura foram cortadas em
micrétomo rotativo manual (Olympus 4060) equipado com navalha. Os cortes foram
corados com hematoxilina-eosina (HE) para andlise de esteatose hepatica, baseada
na classificagao de Brunt, com modificacdes para roedores (Figura 2).

As imagens foram analisadas em microscopio oOptico (Olympus BX61)
equipado com camera digital (Olympus DP71) e software DP Controller 3.2.1.276.
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Figura 2 - Graus de Esteatose Hepatica. Divididos em quatro graus de acordo com a
percentagem que cada alterag&o representa no campo analisado.

Caracteristica Score
Histologica
0 1 2 3

Esteatose <5% 5-33% 33-66% >66%
macrovesicular
Esteatose <5% 5-33% 33-66% >66%
microvesicular
Hipertrofia <5% 5-33% 33-66% >66%
Ne de focos <0,5 0,5-1,0 1,0-2,0 >2,0
inflamatorios

Fonte: Adaptado de Liang et al., 2014

4.12 Andalise Estatistica

Os dados obtidos foram testados de acordo com o pressuposto de normalidade
por meio do teste de Shapiro-Wilk. Constatada a normalidade, procedeu-se a
avaliacao por meio de Teste T (para analise de apenas dois grupos: CTL e HFD) ou
Anova de uma via (quando os trés grupos CTL, HFD e HFD-CD foram avaliados) com
poOs-teste de Tukey. Para os casos que n&o atenderam esse pressuposto, utilizou-se
o0 Mann-Whitney Test para a avaliagcédo de dois grupos, ou o Kruskal-Wallis para avaliar
os trés grupos em conjunto. A estatistica e os graficos aqui apresentados foram
desenvolvidos por meio do programa GraphPad Prism 8.0.2 com p<0,05 adotado

como critério de significancia em todos os testes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secao contempla os resultados da pesquisa, os quais serao apresentados

e discutidos no formato de artigos cientificos.

Artigo 1: The Normocaloric Diet Reduces Daytime Food Intake in Obese Mice due a

High-Fat Diet and Normalizes Fat Accumulation and Metabolic Parameters
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ABSTRACT

The consumption of ultra-processed foods, rich in fat, has contributed to the global
increase in obesity and other metabolic disorders resulting from excess adipose tissue
and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD). Physical exercise and dietary
reeducation constitute the first-line treatment for weight loss; however, to accelerate
weight loss, the use of restrictive diets is common but are unsustainable in the long
term and result in weight regain. Objective: Evaluate the effects of replacing a high-
fat diet to a normocaloric diet (ad libitum) on food intake, fat accumulation, glycemic
homeostasis, and non-alcoholic fatty liver disease. Methods Animals were divided into
two groups one feed with high-fat diet and the other with standard diet for 8 weeks.
Then, half of the animals on the high-fat diet had their food replaced for a standard
diet. Body weight was measured weekly. After an additional 7 weeks, we assessed
food intake and tested glucose and insulin tolerance. The animals were euthanized 8
weeks after the dietary intervention, and liver tissue was collected for histological
analysis. Results: The high-fat diet induced obesity and metabolic changes such as
hyperglycemia, insulin resistance, dyslipidemia, and hepatic steatosis. The
replacement for a standard diet, even without influencing total caloric intake, reduced
food intake during the day and was able to restore body weight, normalize blood
glucose and lipid profile, beyond improve the hepatic steatosis. Conclusion: Less
restrictive dietary interventions, based on macronutrient balanced diets, are effective

in the treatment of obesity and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease.

Keywords: obesity, high-fat diet, diet therapy, NAFLD, weight loss; food intake;

glycemic homeostasis.
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INTRODUCTION

The consumption of ultra-processed foods, rich in sugars and fats, has been
contributing to the increase in obesity worldwide (1234)_ At this rate, it is estimated that
by 2035, more than 50% of the global population will be obese ©), representing a
significant public health problem because the excess adipose tissue is associated with
the development of various Non-Communicable Chronic Diseases (NCDs), such as
hypertension, Type 2 Diabetes Mellitus (DM2), and Non-Alcoholic Fatty Liver Disease
(NAFLD), the leading cause of chronic liver disease globally (1:4.5),

The liver is an organ that operates in a highly coordinated and dynamic manner
to regulate the metabolism of macronutrients according to hormonal, neural, and
dietary stimuli (). However, in obesity, an inflammatory state occurs, leading to
metabolic changes that contribute to NAFLD, such as stimulation of de novo
lipogenesis due to hyperinsulinemia, increased uptake of free fatty acids from adipose
tissue lipolysis due to insulin resistance, along with mitochondrial dysfunction and
increased oxidative stress ¢:8),

Various strategies are being employed to combat obesity and comorbidities
such as NAFLD. These include adopting healthier lifestyle habits, engaging in physical
exercise, dietary reeducation, and more drastic measures like pharmacological
treatment and bariatric surgeries %), However, it is common for highly restrictive diets
to be used to achieve a quick solution to obesity, which are generally unsustainable in
the long term and often followed by weight regain ("),

Some diets, such as the hypocaloric Mediterranean diet, are well-accepted in
the treatment of NAFLD, as are certain foods like coffee and the modulation of the

microbiota (2. In this context, diets of high quality could reduce NAFLD cases.
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Therefore, there is a question about the improvement in the nutritional composition of
diets, moving from a high-fat diet to a normocaloric and balanced diet in macronutrients
for the treatment of obesity and its comorbidities like NAFLD. In this sense, we aimed
to evaluate the effects of replacing a high-fat diet (HFD) to a normocaloric diet (CD)
(ad libitum) on food intake, fat accumulation, glycemic homeostasis, and Non-Alcoholic

Fatty Liver Disease (NAFLD).

METHODS

Study Period

The experiments were conducted from April 2022 to June 2023.

Animals

All experiments were approved by the University’s Ethics Committee on Animal
Use (CEUA — State University of Western Parana - UNIOESTE Protocol No. 22-20).
Male C57BL/6 mice at 6 weeks of age (average weight of 20g) were housed in
polypropylene boxes (30x20x13cm, 2-3 animals/box) under controlled temperature
(23+ 2°C) and lighting conditions (12 hours light/dark). All animals underwent an
acclimatization period (2 weeks) during which they received a standard rodent diet and

water ad libitum.
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Obesity Induction and Diet Composition

After the acclimatization period, the animals were randomly divided into two
groups: the control group (CTL, n=9) received a standard rodent diet (Supralab, Brazil;
70% carbohydrates, 20% proteins, 10% lipids; 3.8 kcal/g) throughout the experiment;
and a high-fat diet group (HFD, n=26) received a high-fat diet for 8 weeks to induce
obesity. The high-fat diet was prepared at the Laboratory of Endocrine Physiology and
Metabolism (LAFEM — UNIOESTE) and consisted of 50% ground standard diet, 14.8%
casein, 4% soybean oil, and 31.2% lard (36.7% carbohydrates, 25.4% proteins, 37.9%

lipids; 6.23 kcal/g).

Dietary Intervention

After inducing obesity in the HFD group, a dietary intervention was conducted
with half of the HFD group animals, where the high-fat diet was replaced with a
standard diet, resulting in the high-fat diet-standard diet group (HFD-CD, n = 13), which

continued on this diet for an additional 8 weeks.

Food Intake Assessment

In the 7th week after the dietary intervention, the animals were individually
housed, and food intake was recorded by subtracting the amount of offered feed from
its residue every 12 hours for three days. The presented results were obtained by

averaging the consumption, expressed in kcal.
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Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (ipGTT)

The intraperitoneal glucose tolerance test (ipGTT) was conducted 7 weeks after
the dietary intervention. The animals underwent an 8-hour fast, and blood was
collected from a tail snip for fasting glycemia measurement (time 0) using a glucose
meter and test strips (Accu-Chek® Active, Roche, Brazil). Subsequently, the animals
received an intraperitoneal injection of glucose at a concentration of 2g/kg body weight,

and glycemia was measured at 15, 30, 60, 90, and 120 minutes after administration.

Insulin Tolerance Test (ITT)

After a 2-hour fast, blood was collected from the tail for fasting glycemia
measurement (time 0) using a glucose meter and test strips (Accu-Chek® Active,
Roche, Brazil). Regular insulin (0.75 1U/kg) was administered intraperitoneally, and
glycemia was measured again at 3, 6, 9, 12, 15, 18, and 21 minutes after injection. At
the end of the test, the animals received 100 pl of 50% glucose to prevent

hypoglycemia and were observed for one hour.

Euthanasia

At 8 weeks after the dietary intervention, the mice were weighed, anesthetized
with xylazine (9 mg/kg) (Anasedan®, Vetbrands, Brazil), and ketamine (90 mg/kg)
(Dopalen®, Vetbrands, Brazil). Once absent cutaneous reflex, naso-anal length was
measured, and decapitation was performed. Blood was collected and transferred to

Eppendorf tubes, centrifuged (12,600 g, 10 minutes, 4 °C), and plasma stored at -80



34

°C for triglyceride (TG) and cholesterol (COL) measurement using commercial
colorimetric kits (Bioclin, Quibasa, Brazil). Subsequently, laparotomy was performed
for extraction and weighing of retroperitoneal and perigonadal white adipose tissue and

the liver.

Insulin Resistance

Insulin resistance was calculated using the TyG index, associated with fasting
glucose and TG, both in fasting conditions. Calculated by: Ln(fasting TG [mg/dL] x

fasting plasma glucose [mg/dL])/2 (ref) (13,

Liver Histology

A fragment of the left hepatic lobe was collected from each animal, in a cross-
section from the center towards the organ's margin. Samples were fixed in Carson's
formalin solution (37% formaldehyde by weight (10%), methanol (1.5%), and PBS, pH
7.4 (88.5%)) for 24 hours and then washed in running water before being dehydrated
in increasing concentrations of alcohol. Samples were then clarified in xylene,
embedded, and included in Paraplast® (Sigma Co, St Louis, MO). 7um thick slices
were cut using a manual rotary microtome (Olympus 4060), equipped with a steel knife.
Sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) for hepatic steatosis analysis
(14), Images were analyzed under an optical microscope (Olympus BX61) equipped

with a digital camera (Olympus DP71) and DP Controller 3.2.1.276 software.
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Data Analysis and Statistics

Data are presented as means * standard errors of the mean. The Shapiro-Wilk
test was used for normality analysis. Parametric data were analyzed using unpaired
Student's t-test or one-way ANOVA. Non-parametric data were analyzed using the
Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test. The significance level was set at p < 0.05,
and analyses were performed using GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad Software

o).

RESULTS

Dietary intervention for eight weeks reduces the body weight of obese mice on

a high-fat diet

After eight weeks of a high-fat diet, the body weight gain in the HFD group was
approximately 2.5 times higher compared to the CTL group (Fig. 1A), confirming
obesity (p=0,0011). In the tenth week (Fig. 1B), the animals in the HFD group were
divided into two groups: HFD, which continued with the high-fat diet, and HFD-CD,
which switched to a standard rodent diet for another eight weeks. Figure 1B represents
the weight progression of obese animals on a high-fat or standard diet. It is observed
that just two weeks after returning to the standard diet, the animals in the HFD-CD
group already showed body weight statistically similar to the CTL group (Fig. 1B). The
CTL group maintained relatively constant body weight over the eight weeks, while the

HFD group continued to gain weight throughout the experiment. However, the HFD-
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CD group exhibited a significant reduction in body weight after the dietary intervention

(Fig. 1C).
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Figure 1. Effects of standard and high-fat diet on the body weight of mice.
Variation in body weight during the induction of obesity (A). Evolution of body weight
in mice fed a standard or high-fat diet (B). Variation in body weight after dietary
intervention (C). Data presented as mean + SEM. Different letters represent statistical
differences between groups: a (CTL, n=9), b (HFD, n=13), and ¢ (HFD-CD, n=13). p

<0.05 was adopted as the significance criterion.

Dietary intervention for eight weeks modestly improves glucose tolerance in

obese mice

Following glucose administration during the ipGTT, all three groups exhibited
similar glycemic peaks, and after 30 minutes, plasma glucose concentration began to
decline. However, at 60, 90, and 120 minutes, the blood glucose levels of the HFD-CD
group and the CTL group were similar, while the HFD group remained higher (Fig. 2A).

Analyzing the area under the glycemic curve during the ipGTT, it is observed that the
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HFD-CD group showed a slight improvement in glucose tolerance, statistically similar
to the CTL group (Fig. 2B).

During the iplITT, the area under the glycemic curve was similar between the
groups (Fig. 2D). However, in the representative curve of the test (Fig. 2C), it is noted
that the blood glucose of the HFD group remained higher than the CTL group until 12
minutes, and that of the HFD-CD group remained intermediate between the CTL and
HFD groups. Fifteen minutes after insulin application, the plasma glucose of the three

groups was similar until the end of the test (Fig. 2C).
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Figure 2. Effect of dietary intervention on blood glucose during the glucose and

insulin tolerance test in obese mice. Blood glucose curve during intraperitoneal
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glucose administration (A) and insulin (C), and area under the curve of blood glucose
during ipGTT (B) and ipITT (D). Data presented as mean + SEM. Different letters
represent statistical differences between groups: a (CTL, n=9), b (HFD, n=13), and ¢

(HFD-CD, n=13). p <0.05 was adopted as the significance criterion.

The food intake of obese mice on a high-fat diet is similar to that of lean mice

during the nighttime and higher during the daytime

Nighttime food intake (19:00 to 07:00h) (Fig. 3A) and over a 24-hour period (Fig.
3B) was similar among the three groups of studied animals. However, interestingly, the
daytime food intake of the HFD group (from 7:00 to 19:00h) was significantly higher

when compared to the CTL and HFD-CD groups (Fig. 3C).
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Figure 3. Comparison of food intake in animals with a high-fat or standard diet
in three distinct periods. Nighttime calorie consumption, from 7:00 PM to 07:00 AM
(A). Caloric intake over a 24-hour period (B). Daytime calorie consumption, from 07:00

AM to 7:00 PM (C). Data presented in kcal as the mean + SEM of food intake over a
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period of 3 complete days. Different letters represent statistical differences between
groups: a (CTL, n=9), b (HFD, n=13), and ¢ (HFD-CD, n=13). p <0.05 was adopted as

the significance criterion.

Dietary intervention for eight weeks normalizes fat stores and biochemical

parameters in obese mice on a high-fat diet

Table 1 shows that body weight, perigonadal and retroperitoneal fat weight,
fasting blood glucose, plasma triglycerides, cholesterol, and TyG index were
significantly higher in the HFD group compared to the CTL group. Interestingly, after
eight weeks of dietary intervention, all analyzed parameters in the HFD-CD group were

statistically lower than the HFD group and similar to the CTL group (Table 1).

Table 1. Biometric and Plasma Parameters analyzed eight weeks after dietary

intervention
CTL HFD HFD-CD
Body Weight (g) 26,89 +0,39° 36,3 +1,43 3¢ 27,57 +0,7°
Perigonadal Fat 10,49 + 0,63 ° 49,33 + 3,20 2¢ 14,06 +1,71°
(mg/g de PC)
Retro. Fat 1,24 +0,30 ° 11,68 £ 1,97 a° 2,43+0,59°P
(mg/g de PC)
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Fasted Glycemia 95,67 £ 5,90 © 137,2 £ 9,37 2¢ 95,05+ 3,14 °
(mg/dL)

Fed Glycemia 123,4 £ 1,67 135,2+4,78°¢ 118,6 £ 3,78 °
(mg/dL)

Plasma COL 75,4 +£4,46° 127,8 £ 13,03 a° 70,85+ 7,56 °
(mg/dL)

Plasma TG 53,34 £ 5,44 ° 85,17 + 7,50 ac 57,38 +4,72°
(mg/dL)

TyG Index 422+0,10° 4,72 + 0,06 a° 4,28 £0,04°

Data presented as mean + SEM. Different letters represent statistical differences
between groups: a (CTL), b (HFD), and ¢ (HFD-CD). Body weight, perigonadal fat,
retroperitoneal fat, fed blood glucose: One-way ANOVA (CTL n=9; HFD n=13; HFD-
CD n=13). Fasting blood glucose: Kruskall-Wallis (CTL n=9; HFD n=13; HFD-CD
n=13). Plasma cholesterol (Plasma COL): One-way ANOVA (CTL n=5; HFD n=7; HFD-
CD n=6). Plasma triglyceride (Plasma TG) and TyG index: Kruskall-Wallis (CTL n=5;

HFD n=7; HFD-CD n=6). p <0.05 was adopted as the significance criterion.

Hepatic histology shows improvement in hepatic steatosis after eight weeks of

dietary intervention in obese mice on a high-fat diet

Photomicrographs of the liver (Fig. 4E), stained with H&E, were used to quantify
the presence of macrovesicular and microvesicular steatosis based on the percentage

of the total affected area (Fig. 4A and B).
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Regarding macrovesicular steatosis, all assessed areas in HFD animals were
classified as Score 2, while dietary intervention in the HFD-CD group resulted in slight
improvement, reducing to Score 1 in 20% of the areas. CTL animals also presented
macrovesicular steatosis Score 1 in 75% of the assessed areas (Fig. 4A).

Concerning microvesicular steatosis, 20% of the assessed areas in HFD
animals had Score 2, and 80% had Score 1. Dietary intervention resulted in 80% of
the assessed areas classified as Score 1 and 20% as Score 0, very similar to the CTL
group, which had 75% in Score 1 and 25% in Score 0 (Fig. 4B).

Therefore, all three evaluated groups showed signs of NAFLD; however, the
HFD group had the highest score on a scale of 0 to 9, with an average of 4.6. Dietary
intervention was able to reverse the progression of the disease, and thus, the CTL and
HFD-CD groups presented similar values (Fig. 4C). The most advanced stage of the
disease in the HFD group was characterized by the presence of more inflammatory

foci per field (Fig. 4D).
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Figure 4. Effects of dietary intervention on hepatic steatosis in obese mice fed a
high-fat diet. Percentage of liver areas with macrovesicular (A) and microvesicular (B)
steatosis. Scoring scale for NAFLD (C). Inflammatory foci per field (D).
Photomicrograph of the liver stained with Hematoxylin and Eosin, magnification of
400x. Different letters represent statistical differences between groups: a (CTL n=4), b

(HFD n=5), and c (HFD-CD n=5). p <0.05 was adopted as the significance criterion.
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DISCUSSION

Obesity has become a pandemic, and a diet high in fat, combined with a
sedentary lifestyle, seems to be a crucial factor in explaining this population-wide
weight gain. Contemporary diets are highly palatable, rich in fats and simple
carbohydrates. These diets cause hypothalamic injuries that result in an imbalance
between caloric intake and energy expenditure. How much longer a subject consumes
this type of food, greater will be the imbalance and increased food intake, leading to a
vicious circle that induces excessive weight gain, accompanied by various
comorbidities’. A high-fat diet contributes to hypothalamic inflammation even before
body weight gain '8, and the reversal of obesity through caloric restriction leaves the
NPY/AgRP axis more activated without promoting changes in POMC/CART, which
may explain the difficulty in maintaining long-term weight loss (17:18),

In our study, we observed that administering a high-fat diet for 8 weeks was
effective in inducing obesity and associated metabolic changes, such as
hyperglycemia, glucose intolerance, dyslipidemia, and hepatic steatosis. The
administration of a high-fat diet is a well-established obesity induction model in the
literature ©:19), but there is a significant variation in the lipid percentage of these diets.
Many studies use high-fat diets composed of 60% fat, which is not representative of
the typical western human diet with around 35% fat 9. In this work, we chose to use
a diet with 37.9% lipids, very similar to the composition of the human diet.

In addition to the nutritional composition of diets, the chemical composition also
influences metabolic responses. The literature shows that a high-fat diet with the
addition of palm oil does not induce liver insulin resistance ¢"), whereas the addition of

corn oil, lard, and coconut oil impairs hepatic metabolism (9. Treating animals with a
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37.9% fat diet with the addition of lard and soybean oil resulted in hepatic changes with
increased areas of steatosis and inflammation (Fig. 4).

After 8 weeks of a high-fat diet, fifty percent of the animals switched to a
standard diet, and after 8 weeks of diet replacement, body weight, fat stores, blood
glucose, and plasma TG and cholesterol levels were similar to control animals, while
glycemic homeostasis and hepatic steatosis were partially normalized in the HFD-CD
group compared to the HFD group. It is important to note that despite the dietary
intervention with the diet switch, the animals were not subjected to caloric restriction,
as the feed was offered ad libitum, and surprisingly, we observed that all three groups
had the same total caloric intake, although the HFD-CD group lost weight, and the HFD
group continued to gain weight until euthanasia. A similar observation was made in the
study by Hatzidis et al. 2, where they induced obesity with a high-fat diet for 9 weeks
and subjected one group of animals to dietary intervention by switching from a high-fat
diet to a standard diet for 4 weeks. It was observed that both the animals consuming a
high-fat diet and those fed a standard diet had the same caloric intake, despite the
weight loss in the dietary intervention group and the maintenance of obesity in the
animals fed a high-fat diet.

In our study, we observed that although the total food intake was the same, the
HFD-CD and CTL animals consumed approximately 15 kcal/day, while the HFD
animals consumed around 17 kcal/day. According to Guo et al. @, significant
differences in body weight can be maintained with very small differences in food intake,
requiring less than 1 kcal/day more to maintain a higher weight. Moreover, animals
subjected to a high-fat diet show lower total energy expenditure due to a decrease in
voluntary physical activity @ 22 and hypothalamic inflammation that impairs

thermogenesis 23 and may stimulate hedonic eating behavior. Interestingly, in the
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present study, despite similar food intake during the night and over 24 hours (Fig 3A
and B) among the three groups studied, during the daytime, HFD-CD and CTL animals
ate less compared to HFD animals (Fig 3C), which could justify the reduction in body
weight and fat accumulation, and consequently, improvements in other evaluated
parameters. Similar results were observed in HFD mice undergoing vertical
gastrectomy (article submitted for publication).

Several studies suggest that the consumption of high-fat diets at certain times
of the day can accentuate body weight gain. The timing of food intake is related to the
synchronization of various organs involved in the digestion and absorption of nutrients
and metabolism, such as the stomach, intestine, and pancreas 4. Animal studies
indicate that the timing of food intake influences the synchronization of circadian
rhythm genes, and this timing is crucial for weight gain, as well as fat mobilization and
body weight reduction %)

Evidence obtained from animal experimentation shows that eating at the wrong
time is closely related to the development of obesity (2. Mice subjected to a high-fat
diet during the day, in their resting period, showed greater weight gain despite having
a similar total food intake to the control group 2% 28)_ In this sense, interventions that
affect food intake at different times of the day can prevent the development of obesity
and its comorbidities.

Moreover, it is known that a high-fat diet could alter eating behavior through
changes in the expression of genes that regulate circadian rhythm in the
hypothalamus, liver, and adipose tissue. This effect has been associated with changes
in insulin, leptin, glucose, and free fatty acid levels ?). These data suggest that a high-
fat diet could alter the food consumption of animals during the light/dark cycle through

changes in genes that regulate circadian rhythm. In our study, dietary intervention in
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the HFD-CD group seems to regulate food consumption during the day, reducing these
values and contributing to the observed reduction in body weight.

The body weight loss in the HFD-CD group was accompanied by a significant
reduction in both perigonadal and retroperitoneal fat stores, consistent with various
experiments involving dietary changes after a period of high-fat diet-induced obesity
(22, 28, 29)_

Interestingly, despite traditional therapy for obesity recommending caloric
restriction and physical exercise, Hatzidis et al. ??) observed that mice that switched
from a high-fat diet to a standard diet became as lean as control animals, even without
exercising, and voluntary running on wheels did not result in additional weight loss,
reinforcing the idea that maintaining food intake according to circadian rhythm is crucial

in weight gain.

Prolonged consumption of a high-fat diet leads to hyperglycemia and insulin
resistance %), In our study, animals in the HFD-CD group showed a reduction in blood
glucose only at some points in the glucose curve (Fig. 2A), with no significant
differences in ipITT (Fig. 2D). However, insulin sensitivity inferred through the TyG
Index showed that dietary intervention improved insulin sensitivity in HFD-CD animals,
partly due to weight loss, considering that in the obese state, macrophages infiltrate
target organs and produce inflammatory cytokines that negatively affect insulin
signaling and increase chronic inflammation ©).

Our data also showed that after 8 weeks of a high-fat diet, mice had an increase
in hepatic area with steatosis and inflammatory foci, an effect that was mitigated after
8 weeks of returning to a standard diet. This effect was similar to that found by Baiges-
Gaya et al. ?®, who observed that switching from a high-fat and carbohydrate-rich diet

to a standard diet was effective in reducing lobular inflammation and ballooning of
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hepatic cells, typical changes in NAFLD. Siersbaek et al. ") also showed that this
reversal occurs at both macroscopic and genomic levels. It has also been
demonstrated that variations in the expression of circadian rhythm genes are directly
related to the development of hepatic steatosis and the development of NAFLD G,
These data suggest that dietary intervention with a standard diet may modulate the
expression of genes that regulate circadian rhythm, leading to normalization of food
consumption during the daytime and acting, at least in part, to reduce hepatic steatosis

levels.

CONCLUSION

In conclusion, replacing a high-fat diet with a normocaloric and balanced diet
significantly reduces food intake in animals during the daytime, resulting in the
normalization of body weight, fat stores, and plasma lipid profile. It also improves
glycemic homeostasis and attenuates hepatic steatosis in mice obese due to a high-

fat diet.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A administracdo de uma dieta hiperlipidica, por 8 semanas, foi efetiva em
induzir a obesidade e alteragcbes metabdlicas associadas, como: hiperglicemia,
resisténcia a insulina, dislipidemia e esteatose hepatica.

Aintervencao dietética, com substituicdo da dieta hiperlipidica por dieta padrao,
reduziu a ingestao alimentar durante o dia, o que culminou em normalizagdo do peso
corporal e do perfil lipidico, além de atenuar a esteatose hepatica e melhorar a

homeostase glicémica.
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