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Resumo

A obesidade é um problema de saude publica que acomete bilhdes de pessoas
ao redor do mundo. O alto consumo de dietas ricas em acucar e gordura esta
relacionado ao desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa associada as
alteracbes metabolicas (MAFLD). A carnosina (CAR) é um dipeptideo natural,
gue possui acdo antioxidante e anti-inflamatéria, e vem sendo estudada para o
tratamento e prevencdo de doencas. Dessa forma, 0 objetivo deste trabalho foi
verificar os efeitos da suplementacédo de CAR sobre a MAFLD induzida por dieta
em ratos. Foram utilizados 24 ratos Wistar machos distribuidos em 2 grupos
alimentados com diferentes dietas para inducdo da MAFLD: normocal6rica
(n=12) e hipercaldrica rica em lipideos e carboidratos simples (n=12). Apos 17
semanas 0s animais foram redistribuidos em grupos experimentais para
avaliacdo do tratamento (4 semanas): grupo controle com dieta normocalérica
(Co,n=6), grupo controle com dieta normocalorica suplementado com CAR
(Co+CAR, n=6), grupo MAFLD com dieta hipercalérica (MAFLD, n=6) e grupo
MAFLD com dieta hipercaldrica suplementado com CAR (MAFLD+CAR, n=6).
Os animais receberam agua e racao ad libitum, e a CAR foi administrada na dose
de 250mg/kg/dia, por via intraperitoneal. Os grupos que receberam a dieta
hipercalorica também receberam sacarose na agua de beber numa
concentragao de 25%. O grupo MAFLD apresentou maior indice de adiposidade,
pressao arterial sistélica, glicemia, IPGTT (Intraperitoneal Glucose Tolerance
Test), triglicerideos e colesterol plasmaticos e hepaticos, insulina, HOMA
(Homeostasis Model Assessment), bem como esteatose hepatica, AOPP
(Advanced Oxidation Protein Products) plasmatica e hepatica, e menor
expressdo de PPAR-a (Peroxisome Proliferator-activated receptor a) em
comparacao ao grupo Co. A CAR atenuou os niveis de triglicerideos e colesterol
plasmaticos e hepaticos, IPGTT, esteatose hepética, macrofagos CD68+ e
AOPP plasmatica e hepatica, além de aumentar os niveis de colesterol HDL e
PPAR-a em comparacdao ao grupo MAFLD nao tratado. A CAR atuou em
importantes processos fisiopatoldgicos da MAFLD, podendo ser um composto

terapéutico para o controle da doenca.

Palavras-chave: doenca hepética gordurosa associada as alteracdes

metabdlicas, carnosina, obesidade, dieta hipercaldrica.



ABSTRACT

Obesity is a public health problem affecting billions of people worldwide. High
consumption of diets high in sugar and fat is related to the development of
Metabolic-associated fatty liver disease (MAFLD). Carnosine (CAR) is a natural
dipeptide with antioxidant and anti-inflammatory action and has been studied for
treating and preventing diseases. Thus, this work aimed to verify CAR
supplementation's effects on MAFLD induced by diet in rats. Twenty-four male
Wistar rats were divided into 2 groups fed different diets for MAFLD induction:
normocaloric (n=12) and hypercaloric rich in lipids and simple carbohydrates
(n=12). After 17 weeks, the animals were redistributed into experimental groups
for evaluation of the treatment (4 weeks): control group with normocaloric diet
(Co,n=6), control group with normocaloric diet supplemented with CAR
(Co+CAR, n=6), MAFLD group with high-calorie diet (MAFLD, n=6) and MAFLD
group with a high-calorie diet supplemented with CAR (MAFLD+CAR, n=6). The
animals received food and water ad libitum, and CAR was administered at a dose
of 250mg/kg/day intraperitoneally. The groups that received the hypercaloric diet
also received sucrose in the drinking water at 25%. The MAFLD group had a
higher adiposity index, systolic blood pressure, blood glucose, IPGTT
(Intraperitoneal Glucose Tolerance Test), plasma and liver triglycerides and
cholesterol, insulin, HOMA (Homeostasis Model Assessment), as well as hepatic
steatosis, plasma and hepatic AOPP (Advanced Oxidation Protein Products), and
lower expression of PPAR-a (Peroxisome Proliferator-activated receptor a)
compared to the Co group. CAR attenuated plasma and hepatic triglyceride and
cholesterol levels, IPGTT, hepatic steatosis, CD68+ macrophages, and plasma
and hepatic AOPP, in addition to increasing HDL cholesterol and PPAR-a levels
compared to the untreated MAFLD group. CAR attenuates important
pathophysiological processes of MAFLD and may be a therapeutic compound to

control the disease.

Keywords: Metabolic-associated fatty liver disease, carnosine, obesity,

hypercaloric diet.
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1. Obesidade

Nos ultimos tempos, o aumento da prevaléncia da obesidade vem
causando grande preocupacdo, principalmente em paises em
desenvolvimento, como o Brasil (1,2). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
define a obesidade como um acumulo anormal ou excessivo de gordura, que
pode prejudicar a saude dos individuos, incluindo criancas e adolescentes (3).
Considera-se uma pessoa adulta obesa quando possui o indice de massa
corporal (IMC) acima de 30 kg/m?, cujo qual é calculado a partir da altura e
peso corporal, levando em consideracao a idade e sexo do individuo (2).

A obesidade vem sendo considerada uma epidemia mundial, decorrente
do seu grande e acelerado aumento. A OMS estima que no mundo em 2025,
2,3 bilhdes de individuos da populagédo adulta estara acima do peso e destes,
700 milhdes estardo com obesidade (4). No Brasil, segundo as pesquisas
realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o excesso
de peso e a obesidade vém aumentando de forma continua e significativa nos
altimos 18 anos (2). Os dados apresentados pela Pesquisa de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas Cronicas por Inquérito Telefnico
(Vigitel) de 2021, apontam que a frequéncia da obesidade € semelhante entre
homens e mulheres, porém maior entre o publico feminino (22% e 22,6%,
respectivamente) (5).

A principal causa da obesidade é o desequilibrio energético entre as
calorias consumidas e as calorias gastas, uma vez que ha um aumento no
consumo de alimentos ricos em acgUcar e gordura, e uma diminuicdo na pratica
de exercicios fisicos nos ultimos tempos (3). O alto consumo de fast-foods esta
associado ao desenvolvimento da obesidade e de alteracBes metabdlicas, um
estudo realizado com individuos adultos dos Estados Unidos apontou que mais
de 35% dos individuos consomem fast-foods duas ou mais vezes por semana
(6,7). Isso se da principalmente, devido a mudancas no estilo de vida da
populacao, cada vez mais sedentaria € com uma carga excessiva de trabalho,
tornando a procura por alimentos industrializados e de “rapido acesso” cada
vez maior (8,9). Nos ultimos 2 anos este aumento foi influenciado também pela
pandemia de Covid-19, que assolou o0 mundo e culminou na adesao do
lockdown por diversos paises, favorecendo a alimentacéo inadequada e a falta

da pratica de exercicios fisicos (10).
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Com esse balanco energético positivo, ocorrem alteracdes significativas
no tecido adiposo e consequentemente, em outros orgaos. Além de ser o
responsavel pela reserva de energia do organismo, o tecido adiposo possui
outras func¢des importantes nos mamiferos, como a regulagdo de processos
fisiologicos, adipogénese, angiogénese, reestruturacdo da matriz extracelular,
bem como a participacdo no metabolismo de esterdides e manutencdo da
temperatura e homeostasia do organismo (11). Sua capacidade de
armazenamento de gorduras ndo € ilimitada e na presenca de um excesso de
nutrientes, como na obesidade, ocorre a expansdo deste tecido, através da
hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos, associada a reducdo de fluxo
sanguineo com consequente hipoOxia, alteracdo no metabolismo lipidico,
inflamacéo e morte celular. Essa atividade gera uma disfuncdo no tecido
adiposo, causando alteracdes na secrecdo de adipocinas, como a diminui¢cado
de adiponectina, que realiza o armazenamento fisiolégico de gorduras, e
aumento de citocinas proé-inflamatérias, sendo um fator primordial para o
desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade e o acumulo de
gordura em outros 6rgaos, como o figado (12,13).

O acumulo de gordura visceral esta intimamente ligado ao
desenvolvimento da Sindrome Metabdlica, sendo esta uma das consequéncias
do consumo da chamada dieta ocidental, que € definida pelo grande consumo
de alimentos e bebidas ultra processados, bem como excesso de carboidratos
refinados e gordura saturada. Seu alto consumo também esta associado ao
desenvolvimento de outras comorbidades, incluindo doencas cardiovasculares
e lesdes hepéticas, como a Doenca hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA
ou NAFLD, do inglés Non-alcoholic fatty liver disease), onde had o acumulo de
gordura no figado sem o uso de alcool (14,15). Recentemente, um painel de
especialistas prop6s uma nova nomenclatura e critérios para o diagndéstico da
DHGNA, denominando-a de doenca hepatica gordurosa associada as
alteracbes metabodlicas (MAFLD, do inglés Metabolic-associated fatty liver
disease) (16). Ademais, o desenvolvimento da DHGNA esta intimamente
associado as desordens metabdlicas, como o diabetes (22-43% pacientes) e a
obesidade (51-81% dos pacientes), justificando sua recente nomenclatura para
MAFLD (17).
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2. Ofigado: morfologia e funcdes

Considerado o maior Orgdo visceral e o0 segundo maior do corpo
humano, o figado pesa aproximadamente 1,5 kg e esta localizado abaixo do
diafragma, na parte superior da cavidade abdominal (18,19). E dividido
anatomicamente em 4 lobos: direito e esquerdo, com base nas ramificagdes da
veia porta, lobo quadrado, na regido da vesicula biliar e lobo caudado, proximo

a veia cava (Figura 1) (20).

Face Diafragmatica Face Visceral
Veia cava
inferior

Veias hepaticas

Diafragma (rebatido para cima)

Lobo
direito

Lobo
esquerdo

Lobo caudado ~

Artéria hepatica propria =~
Veia porta

Lobo quadrado

Porta do figado Vesicula
2 = Biliar
Vesicula Biliar (fundo)

Figura 1. Anatomia do Figado. Dividido em duas faces: diafragmatica (com os lobos direito e
esquerdo) e visceral (com os lobos direito, esquerdo, caudado e quadrado). Adaptado de
Netter (21).

Possui funcdes altamente complexas e contribui para a manutencéo da
homeostase do organismo, na forma de um biofiltro ativo, sendo o responsavel
por transportar e filtrar o sangue proveniente da digestdo, com compostos
nutricionais e toxicos, bem como o sangue sistémico, rico em oxigénio (22).

O figado é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo e suas células
sdo chamadas de Hepatdcitos, que estdo agrupados em placas
interconectadas; € composto por unidades estruturais chamadas de lébulos
hepaticos. Em alguns animais, como o0s ratos, estas unidades sdo bem
delimitadas, possuindo uma margem nitida que divide a face superior da
inferior e apresenta um aspecto uniforme, com varios corddes de ceélulas
epiteliais dispostas de forma radial ao redor do vaso, diferentemente dos
humanos, onde os lobulos estdo bem unidos, sendo dificil delimita-los
(19,23,24). Existem algumas areas nas superficies dos l6bulos em que podem

ser encontrados vasos sanguineos, nervos, ductos biliares e vasos linfaticos
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juntamente com tecido conjuntivo, sendo denominados de espacos porta. Entre
as placas de hepatdcitos estdo os sinusoides hepaticos, capilares constituidos
de células endoteliais e macrofagos, chamados de células de Kupffer (Figura
2). Inclusive, os sinusoides sdo responséaveis por delimitar o espaco de Disse,
onde podem ser encontradas as células de Ito, também conhecidas como
células estreladas hepaticas, que em situacbes normais possuem a funcao de
armazenar lipidios e vitaminas, porém no caso de uma lesdo hepatica, estas
séo ativadas e diferenciadas em miofibroblastos, tornando-se a principal via na
fibrogénese hepatica (19,25,26).

Lobulo hepatico

__— Veia Central

Hepatdcitos —

Célula de Kupffer —————

TR . o
~ Sinusodide

Ramo da artéria hepatica

Ducto Biliar

Ramo da veia porta

Figura 2. Lobulo hepatico. Ao centro encontra-se a veia centrolobular e abaixo estdo o ducto
biliar e os ramos da veia porta e da artéria hepética. Adaptado de Servier Medical Art
Commons Atribution 3.0 Unported License (27).

O figado possui fun¢des importantissimas para o organismo, incluindo a
sintese de bile e proteinas, armazenamento de componentes (vitaminas, ferro,
entre outros), metabolismo de lipidios e carboidratos, bem como a
metaboliza¢do de farmacos, como antibidticos e hormonios esteroides (28-30).

Apés a absorcdo dos nutrientes pela alimentagéo, o figado recebe uma
grande quantidade de aminoacidos para serem metabolizados, sendo estes
encaminhados juntamente com os aminoacidos produzidos por ele mesmo,
para a sintese de proteinas que serdo enviadas para a corrente sanguinea. A

proteina presente em maior quantidade é a albumina, responsavel por realizar
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o transporte de diversas substancias para o sangue, incluindo medicamentos,
horménios, acidos graxos e nutrientes. Além dela, outras proteinas com
importantes funcdes séo sintetizadas no figado, como é o caso da protrombina
e o fibrinogénio (30,31).

No metabolismo de carboidratos o figado possui o importante papel de
controlar os niveis de glicose no sangue, uma vez que ele é o 6rgéo
responsavel por libera-la no sangue, através da glicose-6-fosfatase. Logo apos
0 processo de digestdo no intestino, a glicose € captada por meio de GLUT2
(do inglés, glucose transporter), um transportador de baixa atividade e alta
afinidade, e é transportada ao figado através da veia porta. Uma vez no figado,
a glicose possui diversos destinos: sintese de acidos graxos, sintese de
colesterol, sintese de glicogénio, sintese de NADPH (Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) e sintese de corpos cetonicos (30,32).

Os lipidios sdo primeiramente absorvidos na circulacdo sanguinea,
devido as suas propriedades lipossolluveis, e entdo sdo transportados para o
figado através das lipoproteinas. No caso dos lipidios provenientes da
alimentacdo, estas lipoproteinas sado chamadas de quilomicrons, sao
produzidas no intestino e transportam os lipidios através dos ductos linfaticos,
circulacdo sanguinea, demais tecidos e por ultimo o figado. Quilomicrons
remanescentes sdo 0s triglicerideos e colesterol restantes que ndo foram
absorvidos pelos adipdcitos, sendo estes captados pelos hepatécitos para
posterior degradacdo do colesterol restante e excrecdo pela bile. Existem
lipoproteinas de diversas densidades, sao elas: de baixa densidade (LDL, do
inglés low density lipoprotein), responsavel por transportar o colesterol
remanescente para a degradacdo hepatica; de muito baixa densidade (VLDL,
do inglés very low density lipoprotein), que possui a funcdo de transportar os
triglicerideos para o tecido adiposo; e de alta densidade (HDL), responsavel por
retirar o colesterol livre da circulagdo sanguinea (31,33).

Os PPARs (do inglés, peroxisome proliferator-activated receptor) estéo
envolvidos na transcrigcdo de enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico. Ha
trés isoformas dos PPARs: PPAR-a, PPAR-B/6 e PPAR-y, que sdo expressas
em diversos tecidos. PPAR-a é encontrado em tecidos que utilizam acidos
graxos como fonte de energia, portanto apresenta altas taxas de B-oxidacéao,

sendo expresso em sua maioria no figado. Sua expressdo € inversamente
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proporcional a progressdo da gravidade histoldgica da MAFLD e diretamente
proporcional a melhora do estado inflamatorio. O PPAR-a tem como principal
funcdo a regulacdo do metabolismo lipidico hepatico, desempenhando um
papel fundamental no catabolismo lipidico, através da regulacdo de genes alvo
envolvidos na B-oxidacao, captacao e ativagdo de acidos graxos e lipdlise (34—
36).

Dessa forma, é notavel que o figado exerce um papel de suma
importancia no metabolismo de diversos nutrientes e os desequilibrios e
deficiéncias nestes processos podem acarretar diversos problemas para o
homem. No caso do desequilibrio, mais especificamente o excesso,
relacionado a carboidratos na forma de acucares e gorduras, pode ser
prejudicial para a funcdo hepética de degradar estes componentes, gerando o
acumulo dos mesmos e o desenvolvimento da MAFLD.

3. Doenca Hepatica Gordurosa Associada as Alteracdes
Metabolicas
Sendo considerado o disturbio metabdlico adquirido mais comum, a
DHGNA se da pelo acumulo excessivo de triglicerideos no figado, afetando
cerca de 25% da populacdo mundial. Sua incidéncia nos ultimos anos esta
relacionada a mudanca nos habitos e consumos alimentares da populacdo e
seu aumento ocorre paralelamente a epidemia mundial de obesidade (17). Faz
parte de um espectro progressivo de lesdo hepatica, que inclui a esteatose
hepatica simples, esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA ou NASH, do inglés
Non-alcoholic steatohepatitis) podendo evoluir para cirrose e carcinoma
hepético (Figura 3) (37).

Reversivel Reversivel

Figado saudavel Esteatose Esteatohepatite Carcinoma hepatocelular

Figura 3. Progresséo da DHGNA. Elaborado pelo autor.
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Apesar de ser a causa mais comum de doenca hepética cronica, a
definicdo da DHGNA néo engloba quadros metabdlicos e possui como critério
de exclusédo o uso significativo de alcool, outras hepatopatias cronicas e o uso
de medicamentos para o tratamento de esteatose. Diante disso, o termo
MAFLD foi criado para melhor compreensdo e diagnostico da doenca. A
definicdo da MAFLD se da a partir da presenca de esteatose hepatica, com a
adicdo de um dos dois fatores a seguir: sobrepeso ou obesidade (definidos a
partir do IMC) e diabetes mellitus do tipo 2, ou com dois dos fatores de risco
metabdlicos a seguir, no caso de individuos magros e que ndo possuem
diabetes tipo 2: circunferéncia abdominal (102 cm para homens e 280 cm para
mulheres), hipertensdo (=130/85 mmHG ou em uso de anti-hipertensivos),
dislipidemia (triglicerideos plasmaticos 2150 mg/dL, colesterol HDL <40mg/dL
para homens e <50mg/dL para mulheres, ou em uso de medicamentos), pré-
diabetes, resisténcia insulinica (RI) e altos niveis de PCR (Proteina C reativa,
>2mg/L) (38,39).

O mecanismo fisiopatolégico da DHGNA/MAFLD ndo esta bem
elucidado, mas por muitos anos acreditou-se em um modelo de “dupla
agressao” (ou “two hits”), onde primeiramente ha um desequilibrio entre as vias
hepaticas de aquisicdo e eliminacdo dos lipidios causados pela RI, gerando o
acumulo de gordura que o estimula a induzir inflamag¢é@o e morte celular por
uma segunda agressao, promovendo o estresse oxidativo hepatico, culminando
na EHNA (40). Atualmente ha uma hipdtese de que seu desenvolvimento esta
relacionado a “multiplas agressdes” (ou “multiple hits”), onde vérios fatores
estdo envolvidos, sendo eles de ordem genética, epigenética, nutricional,
comportamental, além das alterac6es na microbiota, a inflamacdo e estresse
oxidativo, sendo este ultimo considerado um dos principais contribuintes para a
concepcao e progressao da doenca hepatica gordurosa (41). A Rl continua
sendo um dos fatores primordiais para 0 desenvolvimento da esteatose
hepatica, porem com a denominacdo MAFLD, propde-se definir a disfuncdo
metabdlica como o elemento principal do desenvolvimento da doenca,
associado aos outros fatores (42).

O alto consumo da dieta ocidental associada ao estilo de vida
sedentario, gera efeitos deletérios para o figado, sendo um fator de alto risco
para o desenvolvimento da MAFLD, bem como de sua evolugéo negativa. A
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frutose € um carboidrato que tem sido utilizado amplamente em alimentos e
bebidas industrializados, seu excesso provoca a lipogénese de novo no figado,
sendo responsavel por grande parte do aumento da concentracdo de acidos
graxos neste tecido (43).

Em situagbes normais, diversas organelas como o0 reticulo
endoplasmatico, peroxissomos e as mitocondrias produzem espécies reativas
de oxigénio (EROs) a partir de processos fisiologicos, sendo as mitocondrias
responsaveis pela maioria da produgdo. Normalmente, as células mantém os
niveis de EROs controladas, a fim de manter a sinalizagdo redox necesséria
para varios processos (44).

O estresse oxidativo se da pelo desequilibrio entre a producdo de EROs
e 0s sistemas antioxidantes, que podem ser enzimaticos ou ndo. As EROs sao
classificadas em radicais livres, como o superoxido (O2-) e 6xido nitrico (NO-),
e em espécies ndo radicais, como o peroxido de hidrogénio (H202) (45). A
enzima superoxido dismutase (SOD) é responsavel por converter o O2- em
H202, que posteriormente sera convertido em &agua (H20) pelas enzimas
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX). Para que ocorra a reagdo do
peréxido com a enzima GPX, é necessario que ap0s o contato com o agente
oxidante, a glutationa reduzida (GSH) seja convertida em glutationa oxidada
(GSSG) (Figura 4). A glutationa redutase (GSR) é a enzima responsavel pela
recuperacdo da GSH, mantendo o equilibrio adequado entre o sistema
antioxidante. Apesar do H202 ndo ser um radical livre, seu acimulo pode gerar
através das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, o radical hidroxil (OHe),

considerada a ERO mais reativa e que ndo ha defesa enzimatica (46,47).
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Figura 4. Representacdo da formacdo de espécies reativas e do sistema de defesa
antioxidante. A enzima SOD é responsavel pela conversdo de O2- em H202, que é reduzido a
H20 através das enzimas CAT e GPX. Se estiver em excesso, 0 H202 pode reagir com metais
ou o superoxido, formando o radical hidroxil. O2-: superéxido de oxigénio; SOD: superdxido
dismutase; H202: perdxido de hidrogénio; CAT: catalase; H20:. agua; GPX: glutationa
peroxidase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; GSR: glutationa redutase;

OHe: radical hidroxil. Elaborado pelo autor.

O acumulo de lipidios no figado favorece a superproducédo de EROs,
que em altas concentracfes gera a diminuicdo da atividade dos sistemas
antioxidantes, causando diversas alteracfes estruturais e oxidativas no
metabolismo de macromoléculas celulares, como carboidratos, &acido
desoxirribonucleico (DNA), lipidios e proteinas, gerando produtos que também
podem causar prejuizos celulares. A oxidacao de carboidratos gera os produtos
de glicacdo avancada (AGE, do inglés advanced glycation end-products), como
o glioxal e o metilglioxal, a oxidacao de lipidios gera os produtos de lipoxidacdo
avancada (ALE, do inglés advanced lipoxidation end-products), como o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE) e a oxidac&o de proteinas
gera os produtos de oxidacdo de proteina avancada (AOPP, do inglés
advanced oxidation protein products) (48-50).

A esteatose hepatica surge a partir do desequilibrio entre a producgéo e a
degradacdo de acidos graxos, devido a sobrecarga da capacidade metabdlica
do figado. Os acidos graxos livres (AGLs) séo os responsaveis pelo acumulo
de lipidio hepatico e as principais fontes destes compostos sao: lipogénese de
novo, onde o0s hepatdcitos convertem o excesso de glicose e frutose em

gordura; acidos graxos nao esterificados e lipdlise periférica, que ocorre devido
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a RlI, liberando uma carga excessiva de acidos graxos ao figado; e a dieta. A Rl
no muasculo esquelético resulta em altos niveis de insulina e glicemia, que por
sua vez induzem a ativacdo da proteina de ligagcdo ao elemento resposta a
carboidratos (ChREBP, do inglés carbohydrate reponse element-binding
protein) e a expressao da proteina de ligacdo ao elemento regulatério esterol
1c (SREPBI1c, do inglés sterol regulatory elemento-binding protein 1c) nos
hepatocitos, aumentando a sintese hepatica de lipidios e contribuindo para a
esteatose no figado. Os AGLs séao eliminados através da [-oxidagdo
mitocondrial, porém, a alta concentracdo destes componentes gera uma
disfuncéo nas mitocéndrias, culminando no acumulo de acidos graxos na forma
de triglicerideos e alguns transportados para a corrente sanguinea através de
VLDL (44,51,52).

Diante da presenca da esteatose hepética e o continuo consumo de
acidos graxos e acucares provenientes da dieta, ocorre lesdo nos hepatdcitos e
morte celular, que em conjunto com o processo inflamatorio desencadeado,
causa a EHNA, com deposicdo progressiva de coldgeno e subsequente
remodelacdo, podendo ocorrer fibrogénese hepética, através da ativacdo das
células estreladas hepaticas, cirrose e posteriormente o cancer hepatocelular.
A lesdo nos hepatdcitos é a principal diferenca entre a MAFLD e EHNA, que
pode ser desenvolvida pelo estresse oxidativo e a producdo exacerbada de
EROS, decorrentes do acumulo de lipidios no tecido hepatico. Outra
caracteristica fundamental da EHNA € a ativacdo do sistema imunologico, com
as células de Kupffer e os macréfagos como atuantes principais, além das
células T que atuam como recrutadoras de macréfagos e aumentam a
secrecao de citocinas inflamatorias, como IL-6 (Interleucina 6) (53,54).

Os modelos animais de doencas humanas sao essenciais nos processos
de pesquisa pré-clinica, uma vez que facilitam os estudos relacionados aos
mecanismos e processos terapéuticos das doencas (55). Estudos relatam que
o modelo em animais, com MAFLD/EHNA induzida por dieta rica em acucar e
gordura € o que mais se assemelha metabolica e histologicamente a MAFLD
desenvolvida em humanos, uma vez que mimetiza os hdabitos alimentares
humanos e desenvolve alteragdes relacionadas a patogenia da MAFLD (56,57).

Atualmente ndo ha um tratamento farmacologico especifico para a

MAFLD que esteja aprovado para uso, entretanto alguns medicamentos para
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tratar hiperglicemia e dislipidemia podem ser indicados nos casos de esteatose
hepatica. Por outro lado, ha outras formas de tratamento, mais acessiveis e
“naturais”, incluindo a mudanca no estilo de vida, a pratica de exercicios fisicos,
hébitos alimentares mais saudaveis, com diminuicdo no consumo de alimentos
industrializados e ricos em acucar e gordura, bem como o uso de compostos
bioativos (58-60). Diante da grande quantidade de individuos afetados pela
MAFLD no mundo, torna-se necessaria a busca por meios de tratamento e

prevencao para estas condigoes.

4. Carnosina

A carnosina (CAR) é um exemplo de composto bioativo e foi descoberta
em 1900 por um cientista russo chamado Gulewitch, que realizava uma
pesquisa sobre compostos nitrogenados ndo proteicos no extrato de carne. E
um dipeptideo sintetizado naturalmente, ndo-téxico, composto por B-alanina e
L-histidina e é encontrado em maiores concentracdes no musculo esquelético
de animais vertebrados, assim como em outros tecidos, como coragao, cérebro
e no trato gastrointestinal de humanos. Possui diversas variantes, sendo 0s
analogos metilados as mais comuns, como anserina e ofidina (balenina), que

possuem o anel imidazol metilado da L-histidina (Figura 5) (61,62).
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Figura 5. Estrutura quimica da Carnosina e suas variantes naturais. Adaptado de Boldyrev,
Aldini e Derave, 2013 (50).
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Apesar de seu efeito fisiolégico ainda ndo estar bem definido, a CAR
desempenha diversos papéis no organismo. Atua como agente tamponante,
importante para o equilibrio acido-base, possui atividade quelante de metais
pesados, eliminacdo de radicais livres, bem como atividade antiglicante.
Estudos apontam para a CAR como um antioxidante natural, com propriedades
anti-inflamatorias e neuro protetivas (61,63).

A sintese de CAR ¢ catalisada pela enzima carnosina sintase e ocorre a
partir da ligagdo do aminoacido [-alanina, disponibilizado através da
degradacdo hepatica de compostos dietéticos provenientes do consumo de
carne, e de L-histidina, aminoacido essencial encontrado no soro, com

propriedades bioativas (Figura 6) (64).
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Figura 6. Sintese enddgena de Carnosina. Adaptado de Artioli, Sale e Jones (2019) (52).

Sua decomposicdo nao ocorre através de peptidases comuns, mas sim
a partir de suas préprias enzimas hidroliticas, as carnosinases, encontradas em
duas isoformas: carnosinase-1 (CN1), ou carnosinase sérica, e carnosinase-2
(CN2), ou carnosinase tecidual. A CN1 é encontrada normalmente no soro
humano e é ausente nos mamiferos ndo primatas, com excecdo de uma
determinada espécie de hamster. Pode ser produzida no cérebro, mas sua
producdo é majoritariamente no figado e sintetizada na circulacdo sanguinea,
portanto, algumas alteracbes hepéaticas como a cirrose, podem afetar
significativamente os niveis desta enzima no sangue. Ja a CN2, também
chamada de dipeptidase citosolica ndo especifica, € encontrada em diversos
tecidos e ndo no soro, sendo esta dependente do metal manganés (62,65,66).

O transporte de CAR pela membrana celular é realizado por
transportadores de peptideos, sendo eles: PEPT1, PEPT2 (do inglés, peptide
transporter 1 and 2), PHT1 e PHT2 (do inglés, peptide/histidine transporter 1
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and 2), cujo quais possuem uma ampla especificidade e sdo capazes de
transportar ndo apenas a CAR, como também seus analogos metilados
(62,67). PEPT1 é um transportador de alta capacidade e baixa afinidade,
possui um papel de grande importancia na absorcdo de dipeptideos no
intestino; PEPT2 possui baixa capacidade e alta afinidade, contribui para a
reabsorcéo de peptideos filtrados no rim. Apés a ingestéo oral, a CAR pode ser
absorvida no intestino e uma parte ndo hidrolisada é transportada para a
circulacdo sanguinea (65,68).

A funcao biolégica mais popular da CAR esta relacionada a performance
esportiva e a homeostase do musculo esquelético, por este motivo diversos
estudos foram realizados acerca do assunto. Sua a¢do tamponante no musculo
a torna um composto interessante para exercicios de alta intensidade, uma vez
que nestas situacdes, pode ocorrer um acumulo de ions H+ e este pode ser
melhorado devido ao aumento da capacidade tamponante do tecido. Estudos
apontam que a suplementagao com B-alanina aumenta a concentracao de CAR
no musculo, melhorando a performance nos exercicios fisicos. Em humanos,
com a suplementacdo e consequente aumento da CAR no musculo, ocorre a
diminuicdo da acidose no sangue durante a pratica de exercicios de alta
intensidade, melhorando sua performance (61,69,70). Também possui outras
funcBes importantes no mdasculo esquelético, como: quelacdo de ions
metdlicos, fornecimento extracelular de histidina e histamina, regulacdo da
liberacado e sensibilidade ao célcio e protecéo contra as EROs (71).

Pelos altos niveis de CAR encontrados no cérebro e devido a
associacdo com efeitos protetores relacionados ao estresse oxidativo e
inflamagéo, diversos estudos vém sendo desenvolvidos a respeito da
associacio da CAR com o tratamento de diversas desordens
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, Parkinson, depressdo e
deméncia (72,73). Um estudo realizado com ratos, apontou que a
suplementacdo com CAR preveniu a progressao dos déficits motores causados
pela doenca de Parkinson (74).

A atividade antioxidante da CAR é mediada por diversos mecanismos
relacionados a quelacdo de metais e eliminacdo de EROs, assim como de
radicais peroxil. Estudos apontam que a capacidade da CAR de proteger e/ou

tratar patologias com estresse oxidativo, se da através da inativagcdo dos
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produtos téxicos gerados neste processo (61). Recentemente lhara e
colaboradores (75) elucidaram outro mecanismo antioxidante deste dipeptideo,
a partir da identificacdo de um produto de oxidacdo da CAR, denominado 2-
oXxo0-carnosina, encontrado em homogenatos de tecidos e em células de ratos,
que foram expostos ao H202. O produto oxidado € produzido a partir da
formacdo de um radical histidil, seguido pela adicdo de oxigénio. A 2-oxo-
carnosina demonstrou ter uma atividade antioxidante mais potente que outros
antioxidantes, como a GSH (75). Outro mecanismo antioxidante direto da CAR
se da pela reacdo com hipoclorito, convertendo-o em uma espécie menos
reativa e com reducdo dos efeitos metabdlicos deletérios causado por ele.
Dessa forma, a CAR foi apontada como um composto capaz de extinguir
espécies oxidantes que estdo envolvidas no desenvolvimento e propagacao do
estresse oxidativo, associado a doencas cardiometabdlicas, podendo ter um
beneficio terapéutico em condi¢des inflamatérias (76).

Aldini e colaboradores (77) relataram que a CAR também pode realizar a
atividade antioxidante de forma indireta, uma vez que possui a capacidade de
aumentar a expressao e a ativagao da via Nrf2 (fator nuclear-E2 relacionado ao
fator 2), responsavel por regular a transcricdo de diversos genes que possuem
um elemento de resposta antioxidante (ARE, do inglés antioxidant response
element). Estes genes incluem enzimas antioxidantes que participam do
metabolismo de carboidratos, lipidios, proteinas, assim como de mediadores da
inflamacdo, mantendo assim a homeostase do sistema. Dados na literatura
apontam que a CAR é capaz de induzir a translocacdo nuclear de Nrf2,
causando efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios, com reducéo dos niveis de
TNF-a (Fator de necrose tumoral-a) e IL-10 (interleucina 10), bem como
ativacdo da heme oxigenase 1, enzima que possui um papel importante na
homeostasia celular (77,78).

Outra acédo importante da CAR é como agente antiglicante, impedindo
que ocorra a glicacdo, processo no qual aldeidos e cetonas reagem com
proteinas e formam proteinas anormais, que posteriormente levam a formacao
de AGEs (63,79). Em um estudo realizado por Zhao e colaboradores (80), foi
constatada a capacidade da CAR em sequestrar diretamente EROs, onde o

pré-tratamento com CAR conferiu protecdo aos cardiomidcitos contra a
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toxicidade do 4-HNE e acroleina, diferentemente do efeito observado com um
de seus derivados, a balerina.

Na literatura encontramos estudos em modelo animal, que
demonstraram que a CAR € capaz de atenuar o desenvolvimento de diabetes
do tipo 2 em camundongos ob/ob (81), melhorar os parametros relacionados a
sindrome metabdlica induzidos por dieta em ratos Wistar (82), bem como
modular o metabolismo de ferro em grupos de alto risco, melhorando a Rl e
podendo prevenir o diabetes do tipo 2 (81). Estudos relataram que a CAR foi
capaz de melhorar a esteatose hepatica em camundongos que consumiram
uma dieta rica em gordura (83) e em um modelo de diabetes tipo 2 em
camundongos db/db (84).

Apesar das evidéncias demonstradas, muitos estudos ainda s&o
necessarios para consolidar as ac¢fes biolégicas da CAR. Para nosso
conhecimento, poucos estudos buscaram esclarecer seus efeitos sobre
deposicado ectdpica de gordura em tecidos, como o figado, e seus desfechos
patologicos. Dessa forma, estudos adicionais sdo necessarios para verificar os
efeitos do uso da CAR no tratamento da MAFLD.

5. Justificativa e HipoGtese

O consumo de dieta hipercalérica com ingestdo inadequada de
carboidratos simples submete o organismo a condicbes metabdlicas que
resultam em alteracdes morfofuncionais do tecido hepatico. Neste cenario, o
desequilibrio redox com estresse oxidativo e o0 processo inflamatorio
constituem o0s principais pilares patogénicos das alteragcbes hepéticas
associadas a obesidade e sindrome metabdlica, como a MAFLD.

A CAR, dipeptideo sintetizado naturalmente pelo organismo animal, tem
demonstrado potencial de melhora em diversas doencas, além de atuar como
um antioxidante com potencial agéo anti-inflamatéria. Dessa forma, o estudo da
aplicabilidade da CAR no tratamento da MAFLD torna-se relevante.

Assim, a hipétese testada neste trabalho foi que a suplementacdo de
CAR atenua a progressao da MAFLD em ratos obesos, atuando sobre os

principais pilares patogénicos das complicacdes hepaticas.
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6. Objetivos
6.1. Geral
Avaliar os efeitos da suplementacdo de CAR sobre a doenca hepatica
gordurosa associada as alteragdes metabdlicas induzida por dieta em ratos.
6.2. Especificos
1. Caracterizar a presenca de obesidade;
2. Caracterizar a presenca da MAFLD;
3. Verificar efeitos da suplementagéo de CAR sobre:
a. Parametros histolégicos hepaticos;
b. Marcadores clinicos relacionados a obesidade;
c. Concentracfes de produtos de oxidacdo no tecido hepatico;

d. Expresséao génica de PPAR-a no tecido hepatico.
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Resumo

O alto consumo de dietas ricas em agucar e gordura estad relacionado ao
desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa associada as alteracdes
metabdlicas (MAFLD). A carnosina (CAR) é um dipeptideo, que possui acao
antioxidante e anti-inflamatéria, e vem sendo estudada para o tratamento e
prevencdo de doencas. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
suplementacdo de CAR sobre a MAFLD induzida por dieta em ratos. Assim, 24
ratos Wistar machos foram distribuidos em 2 grupos para inducéo da MAFLD:
um grupo recebeu dieta normocaldrica (n=12) e o outro recebeu dieta
hipercaldrica rica em lipideos e carboidratos simples (n=12). Apés 17 semanas
os animais foram redistribuidos para o tratamento (4 semanas): grupo controle
(Co, n=6), grupo controle suplementado com CAR (Co+CAR, n=6), grupo
MAFLD (MAFLD, n=6) e grupo MAFLD suplementado com CAR (MAFLD+CAR,
n=6). A CAR foi administrada na dose de 250mg/kg/dia, por via intraperitoneal.
O grupo MAFLD apresentou maior indice de adiposidade, pressao arterial
sistélica, glicemia, IPGTT (Intraperitoneal Glucose Tolerance Test),
triglicerideos e colesterol plasmaticos e hepaticos, insulina, HOMA
(Homeostasis Model Assessment), bem como esteatose hepatica, AOPP
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(Advanced Oxidation Protein Products) plasmatica e hepatica, e PPAR-a
(Peroxisome Proliferator-activated receptor a) em comparacéo ao grupo Co. A
CAR atenuou os niveis de triglicerideos e colesterol plasmaticos e hepaticos,
IPGTT, esteatose hepética, macréfagos CD68+ e AOPP plasmética e hepdtica,
além de aumentar os niveis de colesterol HDL e PPAR-a em comparagdo ao
grupo MAFLD nédo tratado. A CAR atuou em importantes processos
fisiopatolégicos da MAFLD, podendo ser um composto terapéutico para o
controle da doenca.

Palavras-chave: Doenca hepética gordurosa associada as alteracdes

metabdlicas, carnosina, obesidade, dieta hipercaldrica.

Abstract

Consumption of diets high in sugar and fat is related to the development of
Metabolic-associated fatty liver disease (MAFLD). Carnosine (CAR) is a
dipeptide with antioxidant and anti-inflammatory action and has been studied for
treating and preventing diseases. This work aimed to evaluate the effects of
CAR supplementation on diet-induced MAFLD in rats. For this, 24 male Wistar
rats were distributed into two groups for MAFLD induction: one group received a
normocaloric diet (n=12), and the other received a hypercaloric diet rich in lipids
and simple carbohydrates (n=12). After 17 weeks, the animals were
redistributed for treatment (4 weeks): control group (Co,n=6), control group
supplemented with CAR (Co+CAR, n=6), MAFLD group (MAFLD, n=6), and
MAFLD group supplemented with CAR (MAFLD+CAR, n=6). CAR was
administered intraperitoneally at a dose of 250mg/kg/day. The MAFLD group
had a higher adiposity index, systolic blood pressure, blood glucose, IPGTT
(Intraperitoneal Glucose Tolerance Test), plasma and liver triglycerides and
cholesterol, insulin, HOMA (Homeostasis Model Assessment), as well as
hepatic steatosis, plasma and hepatic AOPP (Advanced Oxidation Protein
Products), and PPAR-a (Peroxisome Proliferator-activated receptor a),
compared to the Co. CAR attenuated plasma and hepatic triglyceride and
cholesterol levels, IPGTT, hepatic steatosis, CD68+ macrophages, and plasma
and hepatic AOPP, in addition to increasing HDL cholesterol levels and PPAR-

a, compared to the untreated MAFLD group. CAR attenuates important
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pathophysiological processes of MAFLD and may be a therapeutic compound

to control the disease.

Keywords: Metabolic-associated fatty liver disease, carnosine, obesity,

hypercaloric diet.

1. Introducéo

A doenga hepética gordurosa ndo alcéolica (DHGNA) € a lesédo no
figado mais comum, que afeta cerca de um terco da populacdo mundial e é
definida pelo acumulo de gordura no tecido hepatico, na auséncia do consumo
de alcool e de outras lesdes hepéticas (1). Em 2020, foi proposta uma nova
terminologia e definicdo, uma vez que a DHGNA pode existir na presenca de
outras doencas hepaticas e estd associada principalmente as disfuncdes
metabdlicas, passando a ser chamada de doenca hepatica gordurosa
associada as alteracdes metabdlicas (MAFLD, do inglés Metabolic-associated
fatty liver disease). Sendo assim, a MAFLD é baseada na presenca de
esteatose hepatica com uma das trés caracteristicas a seguir: sobrepeso ou
obesidade; diabetes mellitus tipo 2; ou peso normal com evidéncia de

desregulacdo metabdlica (2,3).

A MAFLD possui um espectro de evolugcdo que vai desde a esteatose
simples, podendo evoluir para a esteatohepatite ndo alcoolica (EHNA) e até
mesmo para o cancer hepatico (4,5). De acordo com uma pesquisa realizada a
partir de dados da Europa, América do norte e Asia, a prevaléncia de pacientes
com MAFLD é de cerca de 39% (6), enquanto a EHNA atinge cerca de 5% da
populacdo mundial (1). Sua patogenia ainda ndo esta bem definida, porém ha
duas teorias para o seu desenvolvimento: a primeira € a teoria “two hits”, onde
acredita-se que a primeira agressao é o desequilibrio causado pela resisténcia
insulinica (RI) entre as vias hepaticas de aquisicao e eliminacéo dos lipidios, e
0 segundo ataque envolve os processos de inflamacdo e oxidacdo (7). A
segunda teoria, é de que seu desenvolvimento se da a partir de um modelo
“‘multiple hits”, onde sdo varios os agentes agressores que desencadeiam essa
lesdo, sendo eles de ordem genética, epigenética, nutricional, e inflamatoria,

incluindo alteragdes na microbiota, Rl e estresse oxidativo (8,9).
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A dieta ocidental, rica em carboidratos simples e gorduras, € um
importante fator precursor da MAFLD, podendo causar efeitos negativos no
figado, através do acumulo destes macronutrientes (10,11). Dados na literatura
apontam que mulheres que consomem uma dieta rica em agucar e gordura,
possuem 119% maior risco (OR, 2.19; 95% CI, 1.40-3.46) de desenvolver a
doenca hepética gordurosa (12); dados semelhantes foram encontrados para
adolescentes na faixa dos 17 anos que tiveram o mesmo padrdo de consumo
de dieta ocidental (13). O acumulo de acidos graxos no figado gera a esteatose
hepética e favorece a producdo excessiva de EROs (espécies reativas de
oxigénio), causando um desequilibrio no sistema antioxidante e
consequentemente estresse oxidativo, podendo causar diversos danos
celulares (14,15).

Diante da complexidade da MAFLD e de suas consequéncias, a busca
por formas de prevencao e tratamento se faz necessaria. Atualmente ainda nao
h& um tratamento farmacoldgico especifico para essa doenca, sdo utilizados
apenas medicamentos que tratem alteracbes metabdlicas especificas, como a
dislipidemia e a hiperglicemia (16,17). Por outro lado, emerge a busca por
compostos bioativos que possam ser utilizados para melhorar essas condi¢cdes
e um desses compostos € a carnosina (CAR), um dipeptideo natural, composto
por B-alanina e L-histidina, que pode ser encontrado no organismo humano em

maiores concentracdes no musculo esquelético e no cérebro (18).

Durante muitos anos a CAR foi o foco de estudos apenas relacionados a
melhora da performance de exercicios fisicos, principalmente devido a sua
capacidade tamponante nos musculos (19). Porém, a CAR tem sido apontada
como um potencial agente terapéutico no tratamento de doencas,
principalmente devido a sua atividade antioxidante, anti-inflamatéria e de
sequestrar EROs (20). Ha estudos que demonstraram que a CAR foi capaz de
atenuar o desenvolvimento de diabetes do tipo 2 em camundongos ob/ob (21),
melhorar os parametros relacionados a sindrome metabdlica induzidos por
dieta em ratos Wistar (22), bem como melhorar a esteatose hepatica em
camundongos que consumiram uma dieta rica em gordura (23) e em um

modelo de diabetes tipo 2 em camundongos db/db (24).
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Diante da necessidade de esclarecer os efeitos biolégicos da CAR e a
escassez de estudos relacionando este dipeptideo com a MAFLD, o objetivo
deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo de CAR sobre a

MAFLD induzida por dieta em ratos.

2. Material e Métodos

2.1. Animais e Protocolo Experimental

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu (CEUA n°. 1322/2019) e foi realizado de
acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” publicado
pelo “U.S. National Institutes of Health”. 24 ratos Wistar machos provenientes
do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Botucatu, com
aproximadamente 21 dias de vida, foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente com temperatura (24+2°C), umidade (55£5%) e luminosidade (ciclo
claro-escuro de 12h) controladas. Inicialmente foram distribuidos em dois
grupos experimentais, alimentados com diferentes dietas para inducdo da
MAFLD: normocaldrica (n=12) e hipercaldrica rica em acucar e gordura (n=12).
Na 172 semana, apds a diferenca entre os triglicerideos plasmaticos, definido
como critério de inclusdo, os animais foram redistribuidos em quatro grupos
para o0 tratamento: um grupo controle que continuou recebendo dieta
normocalérica (Co, n=6), um grupo controle que recebeu dieta normocalérica
suplementado com carnosina (Co+CAR, n=6), um grupo que continuou
recebendo dieta hipercalérica (MAFLD, n=6) e um grupo que recebeu dieta
hipercal6rica suplementado com carnosina (MAFLD+CAR, n=6). As racdes e a
agua foram oferecidas ad libitum. Os grupos que receberam a dieta
hipercalorica também receberam sacarose na &agua de beber numa
concentracdo de 25% durante todo o experimento. Ambas as ragdes foram
produzidas de acordo com Francisqueti et al. (2017) (25). Os grupos receberam
a suplementacédo de CAR (250 mg/kg/dia) ou veiculo (solucéo fisiolégica estéril,
NaCl 0,9%) por via intraperitoneal durante 4 semanas. Assim, somando-se 0s
periodos de inducédo e tratamento, o experimento teve duracdo total de 21

semanas (Figura 7).
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Figura 7. Representacao esquematica do protocolo experimental. O experimento teve duracdo
total de 21 semanas. Co: grupo Controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com
carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo inducdo a MAFLD

suplementado com carnosina. Elaborado pelo autor.

2.2. Suplementacao de Carnosina

A CAR (L-carnosina) foi administrada por via intraperitoneal (250mg/kg)
durante 4 semanas apo6s o periodo de inducdo. A dose foi definida a partir de
resultados de estudos, onde a CAR apresentou resultados eficazes e néo
gerou efeitos toxicos e/ou adversos aos animais (26,27). A infuséo foi realizada
utilizando agulha 30G sendo injetado volume liquido préximo de 500uL. Foi
utilizado o produto CarnoPureTM (Flamma S.p.A., Chignolo d’Isola, Bergamo,
Italia), o qual é exclusivo para experimentos cientificos e utilizado em estudos
no exterior. Este produto foi gentiimente fornecido por esta empresa, sem

custos, para realizacao deste experimento.

2.3. Eutanasia
Ao término das 21 semanas, 0s animais ficaram 8h em jejum e entéo
foram anestesiados (tiopental 120 mg/kg/i.p.) e eutanasiados por decapitacao.
As amostras de sangue foram coletadas em tubos Falcon® contendo o
anticoagulante EDTA (do inglés, ethylenediamine tetraacetic acid),

centrifugadas (3000 rpm a 4°C por 10 minutos, Eppendorf® Centrifuge 5804-R,
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Hamburg, Alemanha) e o plasma armazenado em freezer a -80°C. O tecido
adiposo foi dissecado e pesado para a avaliacdo dos parametros nutricionais.
O figado foi fracionado em aliquotas para as analises histolégicas ou

armazenado em freezer a -80°C até a realizacao das outras andlises.

2.4. Caracterizacao Nutricional e da Obesidade

A caracterizacdo nutricional foi avaliada a partir do consumo de racéo,
consumo hidrico e do consumo caldrico (racdo e agua). A ingestdo alimentar e
hidrica foi calculada diariamente a partir das sobras individuais de cada animal.
A ingestdo caldrica foi calculada através da ingestdo alimentar, multiplicada
pelo valor energético de cada dieta. A caracterizacdo da obesidade foi baseada
no ganho de peso e no indice de adiposidade. O ganho de peso foi calculado
pela diferenca entre o peso final e o peso inicial dos animais [ganho de peso (g)
= peso final (g) — peso inicial (g)]. O indice de adiposidade representa a relacdo
entre o0 somatério dos depodsitos de gordura (visceral, epididimal e
retroperitoneal) e o peso final dos animais (indice de adiposidade = somatorio
depdsito de gordura (g) / peso final (g) x 100) (28).

2.5. Presséo Arterial Sistdlica

A Pressédo Arterial Sistélica (PAS) foi aferida pelo método indireto de
pletismografia de cauda, utilizando-se esfigmomanémetro elétrico Narco Bio-
System® PE 300, modelo 709-0610 (International Biomedical, Inc, Houston,
TX, EUA). Para tanto, os animais foram mantidos durante 5 minutos em uma
caixa de madeira climatizada entre 38 e 40°C, para estimular a vasodilatacao
arterial. ApGs, o manguito foi preso a cauda de cada animal e insuflado
(200mmHg) e esvaziado, permitindo o registro das pulsacdes arteriais
coletadas em poligrafo Gould RS 3200 (Gould Instrumenta Valley View, Ohio,

EUA). A média de trés leituras de PAS foi registrada para cada animal (29).

2.6. Anélise Bioquimica e Hormonal
A determinacdo da glicose foi realizada por glicosimetro (Accu-Check
Performa; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA). As concentracbes de
ureia, creatinina, acido dUrico, aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT), triglicerideos, colesterol total e suas fra¢des, colesterol
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HDL e colesterol ndo-HDL (n-HDL) foram analisadas pelo método colorimétrico
enzimatico com kits comerciais (BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brasil) em
equipamento bioquimico automatizado (Chemistry Analyzer BS-200, Mindray
Medical International Limited, Shenzhen, China).

O nivel de insulina foi mensurado através do método de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) utilizando kits comerciais (Linco Research Inc., R&D Systems, Millipore
e B-Bridge Intenational Inc.) e a leitura foi realizada em um espectrofotbmetro
de microplacas Spectramax 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, EUA). A
avaliacdo da RI foi realizada por meio do indice modelo de homeostase
(HOMA-IR, do inglés Homeostasis Model Assessment — Insulin Resistance)
utilizando-se os parametros glicemia e insulina plasmética. O calculo do indice
HOMA-IR obedeceu a seguinte formula: insulina (uUI/ml) x glicemia (mmol/L) /
22,5 (4).

O Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (IPGTT, do inglés
intraperitoneal glucose tolerance test) ocorreu na 172 e 21 semana (pré-
suplementacdo e pos-suplementacdo, respectivamente). Foi realizada uma
infusdo intraperitoneal de 1g de glicose por kg de massa corporal do animal
apos jejum de 6h, seguido de mensuracdes das concentracdes sanguineas de
glicose. A glicose sanguinea foi mensurada antes da infuséo e 30, 60, 90 e 120
minutos apoés (30). A glicemia foi aferida por equipamento portétil (Accu-Check
Performa; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA) e respectivas fitas de

guantificacao.

2.7. Anélises do Tecido Hepatico
2.7.1. Parametros Histoldgicos
O tecido hepético foi armazenado, apds a coleta, em paraformaldeido
4% com 0,1M de tampéo de fosfato (pH=7,4) durante as primeiras 24 horas.
Apos, o tecido foi transferido para o alcool etilico e as amostras emblocadas
em parafina para obtencdo de cortes de 5 um de espessura. Tais cortes (um
por animal) foram corados com Hematoxilina & Eosina (HE) e avaliados quanto
a esteatose, levando em consideragdo os aspectos macro e microvesicular, de
acordo com o parametro NAFLD Activity Score (NAS) (31). Em seguida, foram
selecionados 10 campos aleatoriamente (objetiva 20x), que foram avaliados
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em cada secg¢ao e os seguintes scores foram considerados: 0 (<5% do campo
microscopico), 1 (5-33%), 2 (33-66%) ou 3 (>66%). Outras amostras hepaticas
foram congeladas, incluidas em meio Optimal Cutting Temperature (Tissue-
Trek, EUA) e seccdes de 10 um foram obtidas e coradas com Oil red (Sigma
Aldrich, EUA) para obtencé&o de fotos representativas.

2.7.2. Imunoistoquimica para CD68

Outras secgdes de figado de 5 ym de espessura foram submetidas a
recuperacdo de antigeno em tampéao citrato 0,01 M (pH 6,0, 120°C, 5 min.) em
camara de pressdo Pascal (Dako Cytomation, Dinamarca). Apos bloqueio da
peroxidase endogena com H202 a 10% em tampéo fosfato salino (PBS, do
inglés phosphate-buffered saline) (15 minutos), as laminas foram tratadas com
leite desnatado por 60 minutos para bloqueio de ligacdes inespecificas. Em
seguida, os cortes histolégicos foram incubados em uma camara umida (4°C,
overnight) com solugdo do anticorpo primario anti-CD68 (macrofagos,
ab125212, diluicdo 1:500, Abcam, UK). Em seguida, as laminas foram
incubadas com polimero HRP (do inglés horseradish peroxidase) de Unica
etapa (EasyPath - Erviegas, Brasil) (20 minutos, a temperatura ambiente). As
reacoes foram reveladas com o cromégeno 3'3-diaminobenzidina (DAB)
(Sigma—Aldrich, EUA) e as laminas foram contra coradas com hematoxilina de
Harris. Os macrofagos CD68+ foram contados em 10 campos selecionados
aleatoriamente (20x) e divididos por area de campo (mm?2), utilizando o
software Image J (NIH, EUA) (32).

2.7.3. Marcador de Estresse Oxidativo
2.7.3.1. Produtos de oxidacédo de proteina avancada (AOPP)

A deteccdo dos produtos de oxidacdo de proteina avancada (AOPP, do
inglés Advanced oxidation protein products) foi realizada no tecido hepatico e
no plasma. No tecido hepatico, as amostras de tecido foram homogeneizadas
em tampao PBS na razdo de 1:10 (amostra:PBS). A quantificacdo de AOPP foi
realizada através da diluicdo 1:5 de 200 pL da amostra (homogenato ou
plasma). Foram utilizados 200 pL de Cloramina-T (0-100 pumol/L) para a curva
de calibracéo e 200 pL de PBS como branco. Foram adicionadas as amostras
10 pL de KI (iodeto de potassio) 1,16M e 20 pL de acido acético. A absorbancia
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foi lida imediatamente a 340 nm (espectrofotometro Multiskan Ascent,
Labsystems, Vantaa, Finlandia). A concentracdo final de AOPP € expressa em
unidades de cloramina (umol/L) e o resultado no tecido hepatico corrigido pela

quantidade de proteina (33).

2.7.4. Niveis Hepaticos de Triglicerideos e Colesterol
Os niveis intracelulares de triglicerideos e colesterol hepaticos foram
determinados por método colorimétrico (Kit de ensaio colorimétrico de
triglicerideos e colesterol; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA). Os

resultados foram corrigidos pela quantidade de tecido (4).

2.8. Expresséo génica do PPAR-a

A expressao génica do PPAR-a (do inglés Peroxisome Proliferator-
activated receptor a) foi realizada a partir de PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) em tempo real. O RNA (acido ribonucleico) total foi extraido do
tecido hepético utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
de acordo com as especificagbes do fabricante. O RNA foi submetido a
transcricdo reversa para a conversdo em cDNA (acido desoxirribonucleico
complementar) (Kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade,
Applied Biosystems, CA, EUA). O cDNA foi usado no kit de PCR em tempo real
(TagMan® Gene Expression Assays, Applied Biosystems, Foster City CA,

EUA) para avaliar a expressao do PPAR-q.

2.9. Analises Estatisticas

Os resultados sdo expressos como média *= desvio padrdo. As
diferencas entre os grupos foram determinadas por ANOVA two way e 0s
dados foram submetidos ao teste post-hoc de Tukey para comparar todos os
grupos. Os dados do IPGTT estao expressos em média = desvio padréo e os
dados foram avaliados por ANOVA one way, seguido com teste post-hoc de
Tukey. Os parametros histologicos séo expressos em mediana e foi utilizado
Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Tukey. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software Sigma Plot 12.0 versdo para Windows (Systat
Software Inc., San Jose, CA, EUA). Foi considerado um valor de p < 0,05

estatisticamente significativo.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacao Nutricional e da Obesidade
A caracterizacdo nutricional é apresentada na Figura 8. E possivel
observar que os grupos MAFLD e MAFLD+CAR apresentaram menor consumo
alimentar, maior consumo hidrico e calérico quando comparados aos grupos

Co e Co+CAR, respectivamente.
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Figura 8. Caracterizacdo Nutricional. A) Consumo alimentar (g/dia); B) Consumo hidrico
(ml/dia); C) Consumo caldrico (kcal/dia). Dados estdo apresentados como média + desvio
padrdo. Comparacdo por ANOVA two way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05
estatisticamente significativo. Co: grupo controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com
carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indugdo a MAFLD

suplementado com carnosina.

A Tabela 1 apresenta os dados de Peso e obesidade. Nao houve diferencga
para o peso corporal inicial entre os grupos. O grupo MAFLD apresentou um maior
peso final quando comparado ao grupo Co. Os grupos MAFLD e MAFLD+CAR
apresentaram maior ganho de peso quando comparados aos grupos Co e Co+CAR,

respectivamente. A presenca da obesidade foi determinada pelo indice de

adiposidade. Pode-se observar que os grupos de indugao a MAFLD (MAFLD e
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MAFLD+CAR) apresentaram maiores indices de adiposidade quando

comparados aos grupos controles (Co e Co+CAR, respectivamente).

Tabela 1. Caracteristicas de Peso e Obesidade.

Grupos Efeitos
Co Co+CAR MAFLD MAFLD+CAR Dieta CAR Interacdes
Peso corporal inicial (g) 324 + 25,0 324 + 26,8 320+ 16,4 314 +27,1 0,450 0,775 0,753
Peso corporal final (g) 502 + 57,2 477 + 25,8 569 + 38,0" 530 + 68,5 0,008 0,133 0,743
Ganho de Peso (g) 145 + 48,9 137 + 23,2 250 + 34,6 198 + 48,67 <0,001 0,085 0,201
indice de Adiposidade (%) 4,15 + 1,60 3,12+1,11 851+103  7.68+256 <0,001 0,190 0,883

Dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Comparagdo por ANOVA two way
com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo. Co: grupo controle;
Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD;

MAFLD+CAR: grupo inducdo a MAFLD suplementado com carnosina. * vs Co; 1 vs Co+CAR.

3.2. Presséo Arterial Sistdlica
A Figura 9 apresenta os niveis de Pressdo Arterial Sistolica. O grupo

MAFLD apresentou maior PAS em relacdo ao grupo Co.
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Figura 9. Niveis de Presséo Arterial Sistolica. Dados estéo apresentados como média + desvio
padrdo. Comparacdo por ANOVA two way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05
estatisticamente significativo. Co: grupo controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com
carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indugdo a MAFLD

suplementado com carnosina.

3.3. Anadlise Bioquimica e Hormonal
Na Tabela 2 estdo representados o0s marcadores bioquimicos e
hormonais. O grupo Co+CAR apresentou menores niveis de alanina
aminotransferase (ALT) quando comparado ao grupo Co. Os grupos MAFLD e

MAFLD+CAR apresentaram menores niveis de ureia quando comparados aos



49

grupos Co e Co+CAR, respectivamente. Nao houve diferenca significativa para
aspartato aminotransferase (AST), acido Urico e creatinina. Os grupos MAFLD
e MAFLD+CAR apresentaram maiores valores de insulina e HOMA-IR quando

comparados aos grupos Co e Co+CAR, respectivamente.

Tabela 2. Marcadores Bioquimicos e Hormonais.

Grupos Efeitos
Co Co+CAR MAFLD MAFLD+CAR  Dieta CAR Interacbes
AST (U/L) 155 + 34,3 125+ 18,6 114 +21,0 130 £ 32,4 0,128 0,532 0,058
ALT (U/L) 104 + 14,4 69,5 + 16,1 83,0 + 26,5 87,5+215 0,858 0,084 0,028
Acido Grico (mg/dL) 0,967 £0,175 0,800+ 0,420 1,27 +0,761 1,67 +1,69 0,150 0,768 0,476
Ureia (mg/dL) 58,8 + 8,66 61,0 + 9,63 350+ 15,5 44,2 + 458" <0,001 0,195 0,417
Creatinina (mg/dL) 4,48 + 3,08 4,59 + 5,01 4,48 + 1,68 4,36 + 0,985 0,931 0,998 0,93
Insulina (ng/mL) 0,224 £0,031 0,175+0,039 0,306 + 0,039* 0,293 + 0,073t <0,001 0,132 0,379
HOMA - IR 1,24 +0,199 1,07 £0,227 1,93 + 0,304* 2,03 £ 0,535t <0,001 0,8 0,342

Dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Comparac¢do por ANOVA two way
com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo. Co: grupo controle;
Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD;
MAFLD+CAR: grupo indugdo a MAFLD suplementado com carnosina; AST: aspartato
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; HOMA-IR: homeostasis model assessment —

insulin resistance. * vs Co; T vs Co+CAR.

Na Tabela 3 estdo expressos 0s marcadores relacionados ao
metabolismo de lipidios e carboidratos. Os grupos inducdo a MAFLD (MAFLD e
MAFLD+CAR) apresentaram maiores niveis de glicemia quando comparados
aos grupos controle (Co e Co+CAR, respectivamente). Co+CAR apresentou
menores concentracdes de Colesterol total comparado ao grupo Co, enquanto
MAFLD+CAR apresentou maiores concentracbes de Colesterol total
comparado ao grupo Co+CAR. Com relacdo aos triglicerideos, os grupos
MAFLD e Co+CAR apresentaram maiores e menores concentracoes,
respectivamente, quando comparado ao grupo Co, enquanto O grupo
MAFLD+CAR apresentou menores e maiores niveis quando comparado aos
grupos Ob e Co+CAR, respectivamente. Em adi¢cdo, o grupo MAFLD+CAR
apresentou maiores niveis de colesterol HDL (do inglés high density lipoprotein)
comparado ao grupo MAFLD. N&o houve diferenga estatistica para os niveis de

colesterol ndo-HDL.
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Tabela 3. Marcadores do Metabolismo de Lipidios e Glicose.

Grupos Efeitos
Co Co + CAR MAFLD MAFLD+CAR Dieta CAR Interag8es
Glicemia (mg/dL) 780+829 863+114 888+6,74 97,3+4,507 0,004 0,020 0,980
Colesterol Total (mg/dL) 62,3+7,12 465+10,1° 52,7+9,63 62,0+8,32"7 0430 0,38 0,002
Triglicerideos (mg/dL) 70,4+16,9 41,0+8,32° 205+34,6 112 +27,4" <0,001 <0,001 0,004
HDL (mg/dL) 145+3,02 140+1,79 11,4+233 155+327° 0471 0,114 0,047
n-HDL (mg/dL) 47,8+4,67 405+109 40,2+6,59 46,5+ 5,79 0,785 0,870 0,035

Dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Comparagdo por ANOVA two way
com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo. Co: grupo controle;
Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducdao a MAFLD;
MAFLD+CAR: grupo inducdo a MAFLD suplementado com carnosina; HDL: high density
lipoprotein; n-HDL: non-high density lipoprotein. * vs Co; # vs MAFLD; 1 vs Co+CAR.

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal pode ser observado na
Figura 10. No periodo pré-suplementacdo com CAR, houve uma diferenca
entre o grupo MAFLD e o grupo Co apés 30 min da infusédo de glicose; apds 90
min o grupo MAFLD+CAR apresentou maiores niveis de glicemia em
comparacao aos grupos Co e Co+CAR; ap6s 120 min de infusdo, o grupo
MAFLD apresentou maiores niveis de glicemia com relagdo ao grupo Co e o
grupo MAFLD+CAR apresentou maiores niveis em comparacdo aos grupos Co
e Co+CAR (Figura 10A). No periodo pés suplementacdo com CAR, apés 30
min de infusdo da glicose, o grupo MAFLD apresentou maiores niveis de
glicemia com relacdo aos grupos Co e MAFLD+CAR; apés 60 e 90 min de
infusdo, o grupo MAFLD apresentou maiores niveis em comparacao ao grupo
Co; ap6s 120 min de infuséo, os grupos MAFLD e MAFLD+CAR apresentaram
maiores niveis glicémicos em comparacdo aos grupos Co e Co+CAR,
respectivamente, e o grupo MAFLD+CAR apresentou maiores niveis de
glicemia em comparacdo ao grupo Co (Figura 10B). O grupo MAFLD
apresentou niveis significantemente maiores de AUC (do inglés Area under the
curve) em comparagcdo ao grupo Co antes e apos a suplementacédo (Figura
10C). O grupo MAFLD+CAR apresentou maiores niveis de AUC em
comparacdo ao grupo Co+CAR antes e apO0s a suplementagdo, porém
apresentou niveis menores em comparacdo ao grupo MAFLD, apdés a

suplementacdo, com numa reducéo significativa de aproximadamente 18%.
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Figura 10. Teste de Tolerdncia a Glicose Intraperitoneal (IPGTT). A) IPGTT Pré-
suplementacéo; B) IPGTT Pés-suplementacédo; C) Area abaixo da curva (AUC, do inglés Area
under the curve). Dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Comparacao por
ANOVA one way e two way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo.
Co: grupo controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo
inducéo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indu¢do a MAFLD suplementado com carnosina. * vs
Co; T vs Co+CAR; # vs MAFLD.

3.4. Anélises do Tecido Hepatico
3.4.1. Parametros Histologicos
A Figura 11 mostra a determinacdo da esteatose hepatica por
parametros histologicos. E possivel notar que o grupo inducio a MAFLD
suplementado com carnosina (MAFLD+CAR) atenuou a esteatose com
aspectos macro e microvesicular, desenvolvida pelo grupo indugédo a MAFLD
nao tratado (MAFLD).
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Figura 11. Determinacao de esteatose hepética por parametros histolégicos. A) Fotomicrografias representativas de cortes hepéticos corados com HE e Oil
red (barra de escala: 50 um). B) Score Esteatose. Os dados estdo apresentados em mediana (max — min) e pontos de dados individuais, e foram analisados
por Kruskal-Wallis com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo; n=6 animais/grupo. Co: grupo controle; Co+CAR: grupo controle
suplementado com carnosina; MAFLD: grupo indu¢éo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indu¢do a MAFLD suplementado com carnosina.
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3.4.2. Imunoistoquimica para CD68+
Na Figura 12 estdo apresentados os efeitos da suplementacdo de CAR
na densidade de macréfagos CD68+. E possivel notar que a densidade de
macrofagos é menor no grupo MAFLD+CAR em comparagéo ao grupo MAFLD,
apontando para uma atenuacéo da inflamacéo gerada pela CAR.
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Figura 12. Efeitos da suplementacdo de CAR na densidade de macrofagos CD68+. A)
Fotomicrografias representativas de cortes hepaticos imunocorados (detalhes, barra de escala:
100 um). B) Andlise semiquantitativa. Os dados estao apresentados em média + desvio padrdo
e pontos de dados individuais, e foram analisados por ANOVA two way com teste post-hoc de
Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo; n=5 animais/grupo. Co: grupo controle; Co+CAR:
grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducdo a MAFLD; MAFLD+CAR:

grupo inducdo a MAFLD suplementado com carnosina.
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3.4.3. Marcador de Estresse Oxidativo
3.4.3.1. Produtos de oxidacédo de proteina avancada (AOPP)

Na Figura 13 estdo apresentados niveis de AOPP no tecido hepatico e
no plasma. O grupo MAFLD apresentou niveis plasméticos maiores de AOPP
em comparacdo ao grupo Co e em contrapartida, o grupo MAFLD+CAR
atenuou os niveis de AOPP em comparacao ao grupo MAFLD (Figura 13A). Os
niveis hepaticos de AOPP (Figura 13B) dos grupos MAFLD e MAFLD+CAR
estdo elevados em comparacao aos grupos Co e Co+CAR, respectivamente.
Por outro lado, os grupos MAFLD+CAR e Co+CAR apresentaram uma
atenuacdo nos niveis de AOPP no figado, quando comparados aos grupos

MAFLD e Co, respectivamente.
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Figura 13. Marcador de Estresse Oxidativo - AOPP. A) Niveis plasmaticos de AOPP; B) Niveis
hepaticos de AOPP. Dados estao apresentados como média + desvio padrdo. Comparacao por
ANOVA two way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo. Co: grupo
controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducdo a
MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indu¢cdo a MAFLD suplementado com carnosina; AOPP:

produtos de oxidacao de proteina avancada.

3.4.4. Niveis Hepaticos de Triglicerideos e Colesterol

Na Figura 14 pode-se observar os niveis hepaticos de triglicerideos e
colesterol. O grupo MAFLD apresentou maiores concentragdes de triglicerideos
e colesterol no figado quando comparado ao grupo Co. O grupo inducdo a
MAFLD tratado com CAR (MAFLD+CAR) apresentou concentracdes elevadas
de triglicerideos em relacdo ao grupo Co+CAR, mas atenuou 0s niveis
hepéticos de triglicerideos e colesterol em comparagdo ao grupo inducdo a
MAFLD néo tratado.
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Figura 14. Niveis hepaticos de Triglicerideos e Colesterol. A) Niveis hepaticos de triglicerideos;
B) Niveis hepaticos de colesterol. Dados estdo apresentados como média + desvio padrao.
Comparacao por ANOVA two way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente
significativo. Co: grupo controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina;
MAFLD: grupo inducdo a MAFLD; MAFLD+CAR: grupo indu¢édo a MAFLD suplementado com

carnosina.

3.5. Expressao génica do PPAR-a
A Figura 15 mostra a expressdo génica por PCR em tempo real no
tecido hepatico. Pode-se observar que o grupo MAFLD apresentou niveis
menores de MRNA em comparacao ao grupo Co. Em contrapartida, o grupo

MAFLD+CAR apresentou maiores niveis em comparacao ao grupo MAFLD.
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Figura 15. Expressao génica do PPAR-a no tecido hepatico. Comparacao por ANOVA two
way com teste post-hoc de Tukey. p <0,05 estatisticamente significativo. Co: grupo
controle; Co+CAR: grupo controle suplementado com carnosina; MAFLD: grupo inducéo a

MAFLD; MAFLD+CAR: grupo inducéo a MAFLD suplementado com carnosina.
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4. Discusséo

O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da suplementacdo de
CAR sobre a MAFLD em ratos induzida por dieta. Estudos tém demonstrado
que o alto consumo de dietas ricas em acglcares e gorduras, bem como de
bebidas acucaradas, favorece o desenvolvimento da MAFLD, associada a
diversas alteracdes, como a sindrome metabdlica, inflamacao e principalmente
0 estresse oxidativo (5). Os dados encontrados em nosso trabalho corroboram
com a literatura, uma vez que o grupo MAFLD apresentou obesidade,
hipertensao, hiperglicemia, dislipidemia, RI, assim como esteatose e alteracdes
lipidicas no tecido hepatico. Foram observados maiores consumos hidrico e
calorico do grupo MAFLD, com consequente aumento no peso corporal final e
ganho de peso, assim como observado em outros trabalhos semelhantes
(29,34). A CAR néo influenciou nos consumos alimentar, hidrico e caldrico,
ganho de peso e peso final dos animais do grupo inducdo a MAFLD tratado
(MAFLD+CAR), corroborando com os dados encontrados na literatura, onde a
suplementacdo de CAR néao influenciou nos consumo alimentar e hidrico, bem
como parametros de peso dos animais (35,36).

Devido as suas acdes antioxidantes, anti-inflamatdrias e antiglicante, a
CAR tem sido alvo de estudos para o tratamento de doencas e comorbidades,
principalmente em roedores, uma vez que estes animais, diferentemente dos
humanos, ndo possuem a enzima carnosinase 1 (CN1, ou carnosinase sérica),
responsavel pela decomposicdo da CAR no organismo, elevando assim 0s
niveis de CAR com a suplementacdo da mesma (37,38). Para solucionar esta
guestdao em humanos e aumentar as concentragcdes de CAR no organismo,
estdo sendo desenvolvidos derivados que sejam impermedveis ao metabolismo
da carnosinase, como o carnosinol, afim de melhorar sua biodisponibilidade e
prolongar seu efeito (39). Em contrapartida, ha estudos na literatura que
relataram que a suplementagdo com CAR em humanos foi capaz de reduzir 0s
niveis urinarios de TGF-B (Fator de crescimento transformador ) em
individuos com diabetes tipo 2, atuando como renoprotetor (40), e 0s niveis de
resistina e leptina em individuos obesos e com sobrepeso, demonstrando que
mesmo com a presencga da enzima CN1, a suplementagcdo em humanos possui

acoes benéficas (41).
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A MAFLD é definida pela presenca da esteatose hepética associada
com obesidade ou diabetes do tipo 2, ou em individuos magros, com
hipertensao arterial, circunferéncia abdominal, PCR alto, dislipidemia e RI, além
disso, também esta associada ao desenvolvimento da sindrome metabdlica (3).
Em nosso estudo, o grupo MAFLD apresentou obesidade (representada em
nosso trabalho pelo indice de adiposidade), hipertenséao arterial, dislipidemia e
RI, evidenciando a presenca da doenca. A suplementacdo com CAR no grupo
que recebeu a dieta hipercaldrica, néo influenciou nos niveis de indice de
adiposidade, hipertensédo e colesterol total encontrados no grupo MAFLD,
porém foi capaz de atenuar os niveis de triglicerideos plasmaticos, bem como
melhorar as concentracdes do colesterol HDL. Estudos relacionados a
obesidade e sindrome metabdlica ndo visualizaram efeitos da CAR sobre a
pressdo arterial sistolica e diastdlica, assim como encontrado em nosso
trabalho, provavelmente devido ao numero de individuos participantes (42,43).
Al-Sawalha et al. (2019) (44) realizaram um estudo em ratos com sindrome
metabdlica e suplementacdo com L-carnosina durante 16 semanas, onde
também foram observadas alteracdes semelhantes com as encontradas em
nosso trabalho sobre o perfil lipidico. Os efeitos positivos da CAR sobre os
parametros lipidicos também foram observados em humanos portadores de
diabetes tipo 2 (43), que receberam a suplementacédo de L-carnosina durante
12 semanas, demonstrando que a CAR pode atuar como um agente
antidislipidémico, podendo exercer efeitos protetores em modelos de
complicacBes relacionadas a obesidade. O mecanismo pelo qual a CAR
interfere no perfil lipidico ndo estd bem elucidado, mas estudos sugerem que
ela é capaz de induzir a atividade da lipase lipoproteica e atuar como
sequestrador de radicais livres reduzindo os parametros lipidicos (45).

Os altos niveis de glicemia, insulina e HOMA, apresentados neste
trabalho pelo grupo que recebeu a dieta hipercalérica (MAFLD), indicam um
quadro de RI, fator importante para o desenvolvimento da MAFLD, uma vez
que causa alteracbes na expressao de proteinas ligadas ao metabolismo de
carboidratos nos hepatocitos, aumentando a sintese hepatica de lipidios e
consequentemente gerando o acumulo destes no figado. Em condigbes
normais, os acidos graxos livres sédo eliminados por B-oxidacdo, porém o

excesso destes compostos gera uma disfuncdo mitocondrial, prejudicando o
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processo de eliminagdo, entdo alguns sédo transportados para o sangue através
de VLDL (46).

Em nosso trabalho a CAR nao apresentou efeitos sobre a glicemia e RI,
assim como encontrado em outros estudos. Giris et al. (2014) (35), realizaram
um modelo de RI em ratos induzido por uma dieta rica em frutose e
observaram que a suplementacéo isolada de CAR nao atuou significativamente
na glicemia, insulina e HOMA dos animais em comparacao aos que receberam
apenas a dieta, porém obteve resultados satisfatorios com relagcdo aos
triglicerideos plasmaticos e hepaticos, assim como apresentado em nosso
trabalho. Aldini et al. (2011) (47) constataram que a CAR (L-carnosina e D-
carnosina) nado influenciou nos valores de (glicose, porém reduziu
significativamente as concentragbes de insulina e HOMA em ratos zucker
obesos.

Em um quadro de obesidade, associada a hiperglicemia e RI, pode
ocorrer uma exaustdo das células B-pancreaticas, que sdo responsaveis por
controlar os niveis de insulina no organismo, gerando uma intolerancia a
glicose, avaliada em ratos através do IPGTT, que pode ser realizado para
observar a resposta direta a glicose, sem a influéncia de sua absor¢do no
intestino (30,48). Em nosso trabalho observamos que o0s animais que
receberam a dieta hipercalérica durante as 17 semanas de inducéo,
desenvolveram intolerancia a glicose, porém, apés as 4 semanas de
suplementacdo com CAR, foi visto através da AUC que o grupo MAFLD+CAR
reduziu os niveis de glicemia quando comparado ao grupo MAFLD e as suas
proprias concentracdes antes da suplementacdo. Estudos em animais com
obesidade induzida por dieta, obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados aqui, com maiores indices de IPGTT em grupos que receberam a
dieta hipercalérica em comparacdo aos grupos controles (30,49). Através de
nossos dados, podemos notar uma melhor captacdo de glicose pela CAR,
diminuindo a glicemia na corrente sanguinea e consequentemente a glicose
disponivel para entrar no figado, evitando que ocorra a lipogénese de novo e o
acumulo de lipidios no tecido hepético. Dados na literatura mostram uma
correlagdo positiva entre a CAR e o aumento da massa de células B-
pancreaticas, assim como o efeito positivo da CAR em estimular a producao de
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insulina e consequentemente a captacao de glicose pelo masculo esquelético
(50,51).

O alto consumo de alimentos industrializados e com quantidade
excessiva de carboidratos e gorduras, associado a falta de exercicios fisicos,
gera um balango energético positivo, ocasionando em hipertrofia e hiperplasia
de adipdcitos. Essa alteracdo no tecido adiposo decorrente da obesidade,
causa um acumulo de acidos graxos no tecido, bem como alteracbes na
producdo de citocinas inflamatorias (52,53). Quando os hepatdcitos atingem
sua capacidade de armazenar lipidios, a lipotoxicidade e o estresse
hepatocelular levam a apoptose e entdo, as quimiocinas séo liberadas para
ativar os macrofagos residentes, as células de kupffer e os macréfagos
derivados de mondcitos, que sao responsaveis por produzir citocinas
inflamatorias (54). Os macréfagos sao fatores importantes na progressédo da
MAFLD, a sua proliferacdo e diferenciacdo sdo controladas e dependentes de
estimulos extracelulares, assim como de cascatas de sinalizacdo celular. Outro
componente importante na progressao da lesdo hepatica, é o fator inibidor de
migracao de macrofagos (MIF, do inglés Macrophage migration inhibitory fator),
que é o responsavel por mediar a inflamacdo de macréfagos e mondcitos,
regular diversas outras citocinas pro-inflamatérias, além de participar da
regulacdo do metabolismo energético no figado e no tecido adiposo, podendo
contribuir para o desenvolvimento da obesidade, assim como de diabetes e o
acumulo de lipidios hepaticos (55,56).

Apesar de ndo ter sido vista uma diferenca significativa entre o grupo
MAFLD e o grupo Co para os macrofagos CD68, a CAR atenuou
significativamente a ativagdo dos mesmos em comparagdo ao grupo MAFLD.
Dados semelhantes foram encontrados na literatura, onde a CAR atenuou 0s
infiltrados inflamatdrios (mondécitos e macrofagos) (57). Outro estudo relatou
uma diminuicdo significante de macrofagos CD68 em camundongos com
lesbes aterosclerdticas, tratados com CAR (58). A atuacdo da CAR nos
macrofagos pode estar relacionada ao seu potencial de diminuir o estresse
oxidativo, que esté diretamente relacionado com a inflamacédo, porém, a CAR
também pode estar atuando no MIF, gerando uma diminuicdo na atividade de
macrofagos CD68 no modelo de obesidade. Aiello et al. (59) observaram que a
CAR aumentou o MIF em um modelo de pele 3D, associando este efeito a
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acao antioxidante da CAR e seu poder de reduzir o estresse oxidativo, assim
como de efeito positivo no envelhecimento.

O estresse oxidativo também € uma alteracéo importante que favorece o
desenvolvimento da MAFLD, uma vez que o acumulo hepético de lipidios é
responsavel por um aumento na producdo de EROs. O armazenamento
hepatico de triglicerideos e colesterol € um mecanismo inicial para prevenir a
toxicidade, porém, com a esteatose em excesso, a lipotoxicidade e
glicotoxicidade podem ser induzidas no figado, produzindo as EROs em
diversas organelas (60,61). Diversos estudos tém demonstrado a
vulnerabilidade do figado ao estresse oxidativo, podendo exercer um papel
importante no desenvolvimento e progressao de lesdes hepaticas. AOPP é um
marcador para estresse oxidativo, que possui a finalidade de estimar o grau de
oxidacdo de proteinas. De maneira geral, AOPPs sdo transportados por
proteinas plasmaticas oxidadas e sdo considerados antagonistas do receptor
scavenger classe B tipo | de HDL, sendo eliminados principalmente no figado e
baco, por conta da alta expressdo dos receptores nestes tecidos. Diante disso,
o figado tornou-se um o6rgdo alvo para estudo da expressdo dos produtos
avancados de oxidacdo proteica, principalmente apds alguns estudos
demonstrarem um papel importante de AOPP em diversas doencas hepéaticas.
Estudos indicaram o acumulo de AOPP em les6es no figado, como na MAFLD
e na insuficiéncia hepatica (60,62). Maiores niveis de AOPP foram descritos em
estudos realizados com humanos e animais, em individuos portadores da
MAFLD, associada também a dislipidemia, inflamacéo e Rl (63,64).

Em nosso trabalho, é possivel notar niveis plasmaticos e hepaticos
elevados de AOPP no grupo que recebeu a dieta hipercal6rica (MAFLD) com
relacdo ao grupo controle, indicando o estresse oxidativo causado pela dieta.
Em contrapartida, o grupo MAFLD+CAR atenuou as concentracfes
plasmaticas e hepaticas de AOPP com relacdo ao grupo MAFLD. Também &
possivel notar menores concentracdes hepaticas do grupo Co+CAR em
comparacao ao grupo Co, podendo estar relacionada a saude e qualidade dos
animais utilizados no estudo. Estes dados corroboram com os descritos na
literatura, onde a CAR reduziu os niveis plasmaticos e hepaticos de AOPP em
ratos com diabetes induzida por dieta hipercalorica e estreptozotocina,

possivelmente devido aos seu efeito protetor contra o estresse oxidativo,
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desintoxicando componentes reativos e produzindo compostos menos
deletérios ao sistema oxidante, como é o caso das proteinas carnosiniladas,
que inibem a conversdo oxidativa de proteinas glicadas em AGEs (65,66).
Yilmaz et al. (2017) (67) relataram que a CAR diminuiu os niveis plasméticos e
hepaticos de AOPP em ratos com estresse oxidativo induzido por metilglioxal,
associando esta atividade ao seu potencial efeito antioxidante, como agente
guelante de ions e de sequestrador de EROs, impedindo modificacbes em
lipidios, proteinas e acidos nucleicos causadas por ions metdlicos para gerar
radicais livres ou pelas proprias EROs. Estudos descreveram que o anel
imidazdlico presente na estrutura da CAR possui um papel importante na
inibicdo da formacao de espécies reativas, além do potencial antiglicante da
CAR, impedindo a formacdo de proteinas anormais que podem gerar AGEs
(20,68).

O modelo experimental e de dieta proposto neste estudo promoveu
alteracbes hepéticas no grupo MAFLD, como a presenca de esteatose
observada nas andlises histologicas, através da coloracdo de HE e Oil red,
porém sem alteracdes de AST e ALT, apontando para uma possivel ndo
evolucdo da lesdo. Em situacdes normais, 0s acidos graxos sdo armazenados
no tecido adiposo, porém quando had uma grande oferta destes compostos
através da dieta, sdo armazenados em outros tecidos, como é o caso do
figado. O consumo de carboidratos em excesso, como a frutose por exemplo,
também € responsavel pelo aumento da concentracdo hepatica de &cidos
graxos livres, devido a lipogénese de novo (11,69). Os hepatdcitos captam os
acidos graxos para posterior degradacdo, porém devido a sobrecarga da
capacidade metabdlica hepéatica, ha um acumulo destes na forma de
triglicerideos, gerando a esteatose hepatica, como demonstrado em nosso
trabalho, através de uma maior concentracdo de triglicerideos e colesterol
hepaticos no grupo MAFLD, juntamente com um maior score de esteatose.
Nossos achados corroboram com os encontrados em outros trabalhos de
nosso grupo, evidenciando a efetividade da dieta no desenvolvimento destas
comorbidades (4,28).

Neste trabalho a CAR atuou positivamente no tecido hepéatico, reduzindo
0S niveis de esteatose, triglicerideos e colesterol. Nao ha muitos estudos na

literatura relacionando a CAR com o tratamento ou prevencao da MAFLD. Girig
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et al. (2014) (35) analisaram os efeitos da CAR isoladamente e com a-tocoferol
em ratos com DHGNA induzida por uma dieta rica em frutose, onde
observaram que a CAR isolada foi capaz de reduzir os niveis de triglicerideos
hepaticos, porém ndo atuou nos niveis de colesterol e esteatose hepética. Os
autores apontaram para um possivel efeito hepato-protetor da CAR, devido sua
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antilipogenica. Outro estudo realizado
em ratos com DHGNA induzida por dieta rica em gorduras, demonstrou que a
CAR melhorou os niveis hepaticos de triglicerideos e colesterol, além de
atenuar a atividade das enzimas lipogénicas malica, acido graxo sintase e
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A) redutase, que possuem um
importante papel na biossintese de triglicerideos e colesterol nos tecidos
adiposo e hepatico (23).

Dentre as diversas funcdes essenciais do figado para manter a
homeostase do organismo, a participacdo no metabolismo lipidico é uma das
mais importantes. A captacdo de lipidios pelo figado pode ocorrer de duas
principais formas: através do transporte dos &cidos graxos presentes no
sangue pelas lipoproteinas e pelo processo de lipogénese de novo. Os lipidios
sao eliminados através da B-oxidacdo principalmente nas mitocéndrias e pelo
transporte através da VLDL (70). O acumulo de lipidios hepatico € o resultado
de um desequilibrio entre as vias de aquisicdo dos lipidios e as vias de
eliminagdo, podendo ser influenciado por diversos fatores, como a Rl e o
consumo excessivo de alimentos ricos em acucar e gordura, contribuindo para
a esteatose hepéatica e a MAFLD. A lipogénese de novo € regulada por
diversos fatores, como a proteina de ligacdo ao elemento resposta a
carboidratos (ChREBP, do inglés carbohydrate reponse element-binding
protein) e a proteina de ligacdo ao elemento regulatério esterol 1c (SREPBLc,
do inglés sterol regulatory elemento-binding protein 1c). A oxidacdo dos acidos
graxos é regulada principalmente pelo PPAR-q, reduzindo os niveis de acidos
graxos presentes no figado, utilizando-os como fonte de energia. Porém, diante
de uma disfuncdo mitocondrial, o processo de B-oxidacdo € prejudicado,
gerando assim o acumulo de gordura, bem como a producdo de EROs
(15,23,71).

Em nosso trabalho, o grupo MAFLD apresentou menor expressao génica

de PPAR-a em comparagédo ao grupo Co. O PPAR-a é expresso em tecidos
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gue necessitam de energia e, portanto, possuem altas taxas de [-oxidacgao,
como o figado, e sua ativacdo se da principalmente em situacdes sob privacao
de energia, sendo o principal regulador do metabolismo lipidico (72). A
suplementacdo com CAR no grupo indugcédo a MAFLD (MAFLD+CAR), elevou
os niveis de mMRNA em comparacao ao grupo MAFLD, apontando para uma
possivel atuacdo neste componente. Nao ha dados na literatura relatando a
atuacdo da CAR sobre o PPAR-a, porém ha estudos onde a B-alanina,
precursora da CAR, foi capaz de estimular a expressdo de PPAR-{/9,
regulador chave do equilibrio lipidico muscular, sugerindo que os dipeptideos
histidil podem ser ligantes naturais de PPARs (73). Sun et al. (74) relataram
gue a expressdo de PPAR-y foi diminuida em ratos que receberam uma dieta
rica em gordura, em contrapartida, os animais que receberam a suplementacao
com altas doses de histidina, outro percursor da CAR, obtiveram um aumento
na expressao do PPAR-y no tecido adiposo.

Os resultados em nosso trabalho sugerem uma possivel atuacdo da
CAR no metabolismo lipidico, diante da reducdo do IPGTT, triglicerideos
plasmaticos e hepaticos, colesterol hepatico, esteatose e estresse oxidativo,
bem como aumento na expressao génica de PPAR-a. O estudo realizado por
Mong et al. (2011) (23) corrobora com estes achados, uma vez que foi
observado que a CAR foi capaz de estimular a atividade de enzimas presentes
no metabolismo lipidico, promovendo um efeito protetivo contra a esteatose e a
obesidade através da regulacao de certos fatores lipogénicos. Kim et al. (2011)
(75) associaram o efeito da CAR e alanina em melhorar o perfil lipidicos de
ratos que receberam dieta rica em gordura, a atividade da lipase lipoproteica ou
através do metabolismo do colesterol no figado. Alguns dados na literatura (76)
apontam para o efeito da CAR no perfil lipidico estar relacionado a insulina,
porém de acordo com os dados encontrados em nosso trabalho e os descritos
por Al-Sawalha et al. (2019) (44), em que a CAR ndao teve influéncia sobre os
niveis de insulina, novas investigacdbes devem ser realizadas acerca do
assunto, incluindo sua possivel atuagdo na atividade da lipase lipoproteica.

De maneira geral, a CAR foi capaz de atenuar os niveis de intolerancia a
glicose, triglicerideos plasméticos e hepaticos, colesterol hepatico, bem como
melhorar os niveis de colesterol HDL, esteatose hepatica, macrofagos CD68,
estresse oxidativo e PPAR-a. Portanto, podemos concluir que a CAR atua em
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importantes processos fisiopatoléogicos da MAFLD, sendo um potencial

composto terapéutico para o controle da doenca.

Referéncias Bibliogréaficas

1. Younossi ZM, Koenig AB, Abdelatif D, Fazel Y, Henry L, Wymer M.
Global epidemiology of nonalcoholic fatty liver disease—Meta-analytic
assessment of prevalence, incidence, and outcomes. Hepatology.
2016;64(1):73-84.

2. Eslam M, Sanyal AJ, George J, Sanyal A, Neuschwander-Tetri B, Tiribelli
C, et al. MAFLD: A Consensus-Driven Proposed Nomenclature for
Metabolic Associated Fatty Liver Disease. Gastroenterology [Internet].
2020 May;158(7):1999-2014.e1. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508520301712

3. Zhou XD, Cai J, Targher G, Byrne CD, Shapiro MD, Sung KC, et al.
Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease and implications for
cardiovascular risk and disease prevention. Cardiovasc Diabetol
[Internet]. 2022;21(1):1-17. Available from:
https://doi.org/10.1186/s12933-022-01697-0

4. Francisqueti-Ferron FV, Silva JP das C, Garcia JL, Ferron AJT, Kano HT,
Silva CCV de A, et al. Preventive Effect of Gamma-Oryzanol on
Physiopathological Process Related to Nonalcoholic Fatty Liver Disease
in Animals Submitted to High Sugar/Fat Diet. Livers [Internet]. 2022 Aug
10;2(3):146-57. Available from: https://www.mdpi.com/2673-4389/2/3/13

5. Carneros D, LoOpez-Lluch G, Bustos M. Physiopathology of lifestyle
interventions in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Nutrients.
2020;12(11):1-23.

6. Lim GEH, Tang A, Han Ng C, Chin YH, Lim WH, Tan DJH, et al. An
Observational Data Meta-analysis on the Differences in Prevalence and
Risk Factors Between MAFLD vs NAFLD. Clin Gastroenterol Hepatol.
2021;

7. Day CP, James OFW. Steatohepatitis: A tale of two “hits™?



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

65

Gastroenterology [Internet]. 1998 Apr;114(4):842-5. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0016508598705992

Day CP, James OFW. Steatohepatitis: A tale of two “Hits™?
Gastroenterology. 1998;114(4 1):842-5.

Buzzetti E, Pinzani M, Tsochatzis EA. The multiple-hit pathogenesis of
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Metabolism [Internet]. 2016
Aug;65(8):1038-48. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0026049515003832

Vancells Lujan P, Vifias Esmel E, Sacanella Meseguer E. Overview of
non-alcoholic fatty liver disease (Nafld) and the role of sugary food
consumption and other dietary components in its development. Nutrients.
2021;13(5).

Rives C, Fougerat A, Ellero-simatos S, Loiseau N, Guillou H, Gamet-
Payrastre L, et al. Oxidative Stress in NAFLD : Role of Nutrients and Food
Contaminants. Biomolecules. 2020;10(12).

Jia Q, Xia Y, Zhang Q, Wu H, Du H, Liu L, et al. Dietary patterns are
associated with prevalence of fatty liver disease in adults. Eur J Clin Nutr.
2015;69.

Oddy W, Herbison C, Jacoby P, Ambrosini G, O’Sullivan T, Ayonrinde O,
et al. The Western dietary pattern is prospectively associated with
nonalcoholic fatty liver disease in adolescence. Am J Gastroenterol.
2013;108(5):778-85.

Yki-Jarvinen H, Luukkonen PK, Hodson L, Moore JB. Dietary
carbohydrates and fats in nonalcoholic fatty liver disease. Nat Rev
Gastroenterol Hepatol [Internet]. 2021 Nov 13;18(11):770-86. Available
from: https://www.nature.com/articles/s41575-021-00472-y

Arroyave-ospina JC, Wu Z, Geng Y, Moshage H. Role of Oxidative Stress
in the Pathogenesis of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease : Implications for
Prevention and Therapy. Antioxidants. 2021;10(174):1-24.

Salvoza N, Giraudi PJ, Tiribelli C, Rosso N. Natural Compounds for



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

66

Counteracting Nonalcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD): Advantages
and Limitations of the Suggested Candidates. Int J Mol Sci. 2022;23(5).

Nassir F. NAFLD: Mechanisms, Treatments, and Biomarkers.
Biomolecules. 2022;12(6).

Aldini G, de Courten B, Regazzoni L, Gilardoni E, Ferrario G, Baron G, et
al. Understanding the antioxidant and carbonyl sequestering activity of
carnosine: direct and indirect mechanisms. Free Radic Res [Internet].
2021;55(4):321-30. Available from:
https://doi.org/10.1080/10715762.2020.1856830

MATTHEWS JJ, ARTIOLI GG, TURNER MD, SALE C. The Physiological
Roles of Carnosine and B-Alanine in Exercising Human Skeletal Muscle.
Med Sci Sport Exerc [Internet]. 2019 Oct;51(10):2098-108. Available
from: https://journals.lww.com/10.1249/MSS.0000000000002033

Chmielewska K, Dzierzbicka K, Inkielewicz-Stepniak |, Przybytowska M.
Therapeutic Potential of Carnosine and Its Derivatives in the Treatment of
Human Diseases. Chem Res Toxicol [Internet]. 2020 Jul 20;33(7):1561—
78. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.chemrestox.0c00010

Albrecht T, Schilperoort M, Zhang S, Braun JD, Qiu J, Rodriguez A, et al.
Carnosine Attenuates the Development of both Type 2 Diabetes and
Diabetic Nephropathy in BTBR ob/ob Mice. Sci Rep [Internet]. 2017 Apr
10;7(1):44492. Available from: http://www.nature.com/articles/srep44492

Al-Sawalha NA, Alshogran OY, Awawdeh MS, Almomani BA. The effects
of L-Carnosine on development of metabolic syndrome in rats. Life Sci.
2019;237(September).

Mong MC, Chao CY, Yin MC. Histidine and carnosine alleviated hepatic
steatosis in mice consumed high saturated fat diet. Eur J Pharmacol
[Internet]. 2011;653(1-3):82-8. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar.2010.12.001

Schwank-Xu C, Forsberg E, Bentinger M, Zhao A, Ansurudeen I, Dallner
G, et al. L-Carnosine Stimulation of Coenzyme Q10 Biosynthesis



25.

26.

27.

28.

29.

30.

67

Promotes Improved Mitochondrial Function and Decreases Hepatic
Steatosis in Diabetic Conditions. Antioxidants [Internet]. 2021 May
17;10(5):793. Available from: https://www.mdpi.com/2076-3921/10/5/793

Francisqueti FV, Minatel I, Ferron AJT, Bazan SGZ, Silva V dos S, Garcia
JL, et al. Effect of Gamma-Oryzanol as Therapeutic Agent to Prevent
Cardiorenal Metabolic Syndrome in Animals Submitted to High Sugar-Fat
Diet. Nutrients. 2017;9(12).

Fatih Aydin A, Kiigiikgergin C, Bingiil i, Dogan-Ekici |, Dogru-Abbasoglu
S, Uysal M. Effect of Carnosine on Renal Function, Oxidation and
Glycation Products in the Kidneys of High-Fat Diet/Streptozotocin-
Induced Diabetic Rats. Exp Clin Endocrinol Diabetes [Internet]. 2017 May
13;125(05):282-9. Available from: http://www.thieme-
connect.de/DOI/DOI?10.1055/s-0043-100117

Kalaz EB, Aydin AF, Dogan-Ekici I, Coban J, Dogru-Abbasoglu S, Uysal
M. Protective effects of carnosine alone and together with alpha-
tocopherol on lipopolysaccharide (LPS) plus ethanol-induced liver injury.
Environ Toxicol Pharmacol. 2016;42:23-9.

Costa MR, Garcia JL, Silva CCV de A, Ferron AJT, Francisqueti-Ferron
FV, Hasimoto FK, et al. Lycopene modulates pathophysiological
processes of non-alcoholic fatty liver disease in obese rats. Antioxidants.
2019;8(8):1-17.

Siqueira JS, Vieira TA, Nakandakare-Maia ET, Palacio TLN, Sarzi F,
Garcia JL, et al. Bergamot leaf extract treats cardiorenal metabolic
syndrome and associated pathophysiological factors in rats fed with a
high sugar fat diet. Mol Cell Endocrinol [Internet]. 2022 Oct;556:111721.
Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0303720722001691

Yoshitsugu R, Kikuchi K, Hori S, Iwaya H, Hagio M, Shimizu H, et al.
Correlation between 12a-hydroxylated bile acids and insulin secretion
during glucose tolerance tests in rats fed a high-fat and high-sucrose diet.
Lipids Health Dis [Internet]. 2020 Dec 15;19(1):9. Available from:



31.

32.

33.

34.

35.

36.

68

https://lipidworld.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12944-020-1193-2

Liang W, Menke AL, Driessen A, Koek GH, Lindeman JH, Stoop R, et al.
Establishment of a General NAFLD Scoring System for Rodent Models
and Comparison to Human Liver Pathology. Sookoian SC, editor. PLoS
One [Internet]. 2014 Dec 23;9(12):e115922. Available from:
https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0115922

Romualdo GR, Valente LC, Sprocatti AC, Bacil GP, de Souza IP,
Rodrigues J, et al. Western diet-induced mouse model of non-alcoholic
fatty liver disease associated with metabolic outcomes: Features of gut
microbiome—liver—adipose tissue axis. Nutrition [Internet]. 2022 Nov;103—
104:111836. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0899900722002490

Ferron AJT, Aldini G, Francisqueti-Ferron FV, Silva CCV de A, Bazan
SGZ, Garcia JL, et al. Protective Effect of Tomato-Oleoresin
Supplementation on Oxidative Injury Recoveries Cardiac Function by
Improving B-Adrenergic Response in a Diet-Obesity Induced Model.
Antioxidants  [Internet]. 2019 Sep 2;8(9):368. Available from:
https://www.mdpi.com/2076-3921/8/9/368

Garcia JL, Vileigas DF, Gregolin CS, Costa MR, Francisqueti-Ferron FV,
Ferron AJT, et al. Rice (Oryza sativa L.) bran preserves cardiac function
by modulating pro-inflammatory cytokines and redox state in the
myocardium from obese rats. Eur J Nutr [Internet]. 2022 Mar
12;61(2):901-13. Available from:
https://link.springer.com/10.1007/s00394-021-02691-0

Giris M, Dogru-Abbasoglu S, Kumral A, Olgac V, Kogak-Toker N, Uysal
M. Effect of carnosine alone or combined with a-tocopherol on hepatic
steatosis and oxidative stress in fructose-induced insulin-resistant rats. J
Physiol Biochem. 2014,;70(2):385-95.

Everaert I, Van der Stede T, Stautemas J, Hanssens M, van Aanhold C,
Baelde H, et al. Oral anserine supplementation does not attenuate type-2

diabetes or diabetic nephropathy in BTBR ob/ob mice. Amino Acids



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

69

[Internet]. 2021;53(8):1269-77. Available from:
https://doi.org/10.1007/s00726-021-03033-4

Caruso G. Unveiling the Hidden Therapeutic Potential of Carnosine, a
Molecule with a Multimodal Mechanism of Action: A Position Paper.
Molecules [Internet]. 2022 May 20;27(10):3303. Available from:
https://www.mdpi.com/1420-3049/27/10/3303

Dogru-Abbasoglu S, Kogak-Toker N, Uysal M. Carnosine as a Putative
Antioxidant in Usage Against Liver Disease. In: The Liver: Oxidative
Stress and Dietary Antioxidants. 2018. p. 295-304.

Anderson EJ, Vistoli G, Katunga LA, Funai K, Regazzoni L, Blake Monroe
T, et al. A carnosine analog mitigates metabolic disorders of obesity by
reducing carbonyl stress. J Clin Invest. 2018;128(12):5280-93.

Siriwattanasit N, Satirapoj B, Supasyndh O. Effect of Oral carnosine
supplementation on urinary TGF-f in diabetic nephropathy: a randomized
controlled trial. BMC Nephrol. 2021;22(1):1-7.

Baye E, Ukropec J, de Courten MPJ, Mousa A, Kurdiova T, Johnson J, et
al. Carnosine supplementation improves serum resistin concentrations in
overweight or obese otherwise healthy adults: A pilot randomized trial.
Nutrients. 2018;10(9).

de Courten B, Jakubova M, de Courten MP, Kukurova 1J, Vallova S,
Krumpolec P, et al. Effects of carnosine supplementation on glucose
metabolism: Pilot clinical trial. Obesity [Internet]. 2016 May;24(5):1027—
34. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/oby.21434

Houjeghani S, Kheirouri S, Faraji E, Jafarabadi MA. L-Carnosine
supplementation attenuated fasting glucose, triglycerides, advanced
glycation end products, and tumor necrosis factor—a levels in patients with
type 2 diabetes: a double-blind placebo-controlled randomized clinical
trial.  Nutr Res [Internet]. 2018;49:96-106. Available from:
https://doi.org/10.1016/j.nutres.2017.11.003

Al-Sawalha NA, Alshogran OY, Awawdeh MS, Almomani BA. The effects
of L-Carnosine on development of metabolic syndrome in rats. Life Sci



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

70

[Internet]. 2019;237:116905. Available from:
https://doi.org/10.1016/.1fs.2019.116905

Peng W, Mao P, Liu L, Chen K, Zhong Y, Xia W, et al. Effect of carnosine
supplementation on lipid profile, fasting blood glucose, HbA1C and insulin
resistance: A systematic review and meta-analysis of long-term
randomized controlled trials. Complement Ther Med [Internet].
2020;48(August 2019):102241. Available from:
https://doi.org/10.1016/j.ctim.2019.102241

Marusic M, Pai¢ M, Knobloch M, Liberati PrSso AM. NAFLD, Insulin
Resistance, and Diabetes Mellitus Type 2. Can J Gastroenterol Hepatol.
2021;2021.

Aldini G, Orioli M, Rossoni G, Savi F, Braidotti P, Vistoli G, et al. The
carbonyl scavenger carnosine ameliorates dyslipidaemia and renal
function in Zucker obese rats. J Cell Mol Med. 2011;15(6):1339-54.

Ma Y, Liu X, Wu Y, Wang W, Chang X. Mechanism of protection from
insulin resistance by toll-like receptor 2 deficiency in high-fat diet fed
mice: involvement in macrophage polarization. Mol Biol Rep [Internet].
2022 Apr 16;49(4):2591-9. Available from:
https://link.springer.com/10.1007/s11033-021-07061-x

He M, Wang J, Wang Y, Sui J, Zhang M, Ding X, et al. High-fat
diet-induced adipose tissue expansion occurs prior to insulin resistance in
C57BL/6J mice. Chronic Dis Transl Med [Internet]. 2020 Sep;6(3):198—
207. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1016/j.cdtm.2020.06.003

Cripps MJ, Hanna K, Lavilla C, Sayers SR, Caton PW, Sims C, et al.
Carnosine scavenging of glucolipotoxic free radicals enhances insulin
secretion and glucose uptake. Sci Rep [Internet]. 2017 Dec
17;7(1):13313. Available from: http://www.nature.com/articles/s41598-
017-13649-w

Peters V, Yard B, Schmitt CP. Carnosine and Diabetic Nephropathy. Curr
Med Chem [Internet]. 2020 Apr 23;27(11):1801-12. Available from:



52.

53.

54.

55.

56.

S57.

58.

71

https://www.eurekaselect.com/170967/article

Garcia JL, Francisqueti FV, Ferraz AP da CR, Ferron AJT, Costa MR,
Gregolin CS, et al. High Sugar-Fat Diet Induces Metabolic-Inflammatory
Disorders Independent of Obesity Development. Food Nutr Sci.
2019;10:664—77.

White U, Ravussin E. Dynamics of adipose tissue turnover in human
metabolic health and disease. Diabetologia. 2019;62(1):17-23.

Li H, Zhou Y, Wang H, Zhang M, Qiu P, Zhang M, et al. Crosstalk
Between Liver Macrophages and Surrounding Cells in Nonalcoholic
Steatohepatitis. Front Immunol [Internet]. 2020 Jun 24;11. Available from:
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2020.01169/full

Thibaut R, Gage MC, Pineda-Torra |, Chabrier G, Venteclef N, Alzaid F.
Liver macrophages and inflammation in physiology and physiopathology
of non-alcoholic fatty liver disease. FEBS J [Internet]. 2022 Jun
2;289(11):3024-57. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/febs.15877

Gligorovska L, Teofilovic A, Vojnovi¢ Milutinovic D, Miladinovi¢ N,
Kovacevi¢ S, Velickovi¢ N, et al. Macrophage migration inhibitory factor
deficiency aggravates effects of fructose-enriched diet on lipid metabolism
in the mouse liver. BioFactors [Internet]. 2021 May 31;47(3):363—75.
Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/biof.1711

Chen P-J, Tseng J-K, Lin Y-L, Wu Y-HS, Hsiao Y-T, Chen J-W, et al.
Protective Effects of Functional Chicken Liver Hydrolysates against Liver
Fibrogenesis: Antioxidation, Anti-inflammation, and Antifibrosis. J Agric
Food Chem [Internet]. 2017 Jun 21;65(24):4961-9. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jafc.7b01403

Barski OA, Xie Z, Baba SP, Sithu SD, Agarwal A, Cai J, et al. Dietary
Carnosine Prevents Early Atherosclerotic Lesion Formation in
Apolipoprotein E—Null Mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol [Internet].
2013 Jun;33(6):1162-70. Available from:
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/ATVBAHA.112.300572



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

72

Aiello G, Rescigno F, Meloni M, Baron G, Aldini G, Carini M, et al.
Oxidative Stress Modulation by Carnosine in Scaffold Free Human
Dermis Spheroids Model: A Proteomic Study. Int J Mol Sci [Internet].
2022 Jan 27;23(3):1468. Available from: https://www.mdpi.com/1422-
0067/23/3/1468

Sabir U, Irfan HM, Alamgeer, Ullah A, Althobaiti YS, Asim MH. Reduction
of Hepatic Steatosis, Oxidative Stress, Inflammation, Ballooning and
Insulin Resistance After Therapy with Safranal in NAFLD Animal Model: A
New Approach. J Inflamm Res. 2022;15:1293-316.

Yang DK, Jo DG. Mulberry Fruit Extract Ameliorates Nonalcoholic Fatty
Liver Disease (NAFLD) through Inhibition of Mitochondrial Oxidative
Stress in Rats. Evidence-based Complement Altern Med. 2018;2018.

Zhao Y, Zhang L, Ouyang X, Jiang Z, Xie Z, Fan L, et al. Advanced
oxidation protein products play critical roles in liver diseases. Eur J Clin
Invest. 2019;49(6):1-9.

Klisic A, Kavaric N, Ninic A, Kotur-Stevuljevic J. Oxidative stress and
cardiometabolic biomarkers in patients with non-alcoholic fatty liver
disease. Sci Rep [Internet]. 2021;11(1):1-8. Available from:
https://doi.org/10.1038/s41598-021-97686-6

Sabir U, Irfan HM, Alamgeer, Ullah A, Althobaiti YS, Asim MH. Reduction
of Hepatic Steatosis, Oxidative Stress, Inflammation, Ballooning and
Insulin Resistance After Therapy with Safranal in NAFLD Animal Model: A
New Approach. J Inflamm Res. 2022;15(February):1293-316.

Aydin AF, Bingil I, Kiglkgergin C, Dogan-Ekici |, Dogru Abbasoglu S,
Uysal M. Carnosine decreased oxidation and glycation products in serum
and liver of high-fat diet and low-dose streptozotocin-induced diabetic
rats. Int J Exp Pathol. 2017;98(5):278-88.

Hipkiss AR, Brownson C, Carrier MJ. Carnosine, the anti-ageing, anti-
oxidant dipeptide, may react with protein carbonyl groups. Mech Ageing
Dev. 2001;122(13):1431-45.

Yilmaz Z, Kalaz EB, Aydin AF, Soluk-Tekkesin M, Dogru-Abbasoglu S,



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

73

Uysal M, et al. The effect of carnosine on methylglyoxal-induced oxidative
stress in rats. Arch Physiol Biochem [Internet]. 2017;123(3):192-8.
Available from: http://dx.doi.org/10.1080/13813455.2017.1296468

Boldyrev AA, Aldini G, Derave W. Physiology and pathophysiology of
carnosine. Physiol Rev. 2013;93(4):1803-45.

Conde de la Rosa L, Goicoechea L, Torres S, Garcia-Ruiz C, Fernandez-
Checa JC. Role of Oxidative Stress in Liver Disorders. Livers [Internet].
2022 Oct 14;2(4):283—-314. Available from: https://www.mdpi.com/2673-
4389/2/4/23

Ipsen DH, Lykkesfeldt J, Tveden-Nyborg P. Molecular mechanisms of
hepatic lipid accumulation in non-alcoholic fatty liver disease. Cell Mol Life
Sci [Internet]. 2018;75(18):3313-27. Available from:
https://doi.org/10.1007/s00018-018-2860-6

Chen Z, Tian R, She Z, Cai J, Li H. Role of oxidative stress in the
pathogenesis of nonalcoholic fatty liver disease. Free Radic Biol Med
[Internet]. 2020;152:116-41. Available from:
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2020.02.025

Wang Y, Nakajima T, Gonzalez FJ, Tanaka N. PPARs as Metabolic
Regulators in the Liver: Lessons from Liver-Specific PPAR-Null Mice. Int J
Mol Sci [Internet]. 2020 Mar 17;21(6):2061. Available from:
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/6/2061

Schnuck JK, Sunderland KL, Kuennen MR, Vaughan RA.
Characterization of the metabolic effect of B-alanine on markers of
oxidative metabolism and mitochondrial biogenesis in skeletal muscle. J
Exerc Nutr Biochem [Internet]. 2016 Jun;20(2):34—41. Available from:
http://e-pan.org/journal/view.php?doi=10.20463/jenb.2016.06.20.2.5

Sun X, Feng R, Li Y, Lin S, Zhang W, Li Y, et al. Histidine
supplementation alleviates inflammation in the adipose tissue of high-fat
diet-induced obese rats via the NF-kB- and PPARYy-involved pathways. Br
J Nutr [Internet]. 2014 Aug 28;112(4):477-85. Available from:
https://www.cambridge.org/core/product/identifier/S0007114514001056/ty



75.

76.

74

pe/journal_article

Kim MY, Kim EJ, Kim YN, Choi C, Lee BH. Effects of a-lipoic acid and L-
carnosine supplementation on antioxidant activities and lipid profiles in
rats. Nutr Res Pract. 2011;5(5):421-8.

Ichikawa T, Liang J, Kitajima S, Koike T, Wang X, Sun H, et al.
Macrophage-derived lipoprotein lipase increases aortic atherosclerosis in
cholesterol-fed Tg  rabbits.  Atherosclerosis [Internet]. 2005
Mar;179(1):87-95. Available from:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S002191500400574X



Conclusao



76

Em resumo, este estudo demonstrou que a dieta rica em agucar e gordura
induziu a obesidade, hipertenséo arterial, dislipidemia, resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose, estresse oxidativo, esteatose hepatica, bem como
apresentou alteracdes nos niveis de triglicerideos e colesterol hepéticos, e na
expressao de PPAR-a. Em contrapartida, a CAR foi capaz de atenuar os niveis
de IPGTT, triglicerideos plasméaticos e hepéticos, colesterol hepéatico, como
também melhorar os niveis de colesterol HDL, esteatose hepéatica, macréfagos
CD68, estresse oxidativo e expressdao de PPAR-a. Dessa forma, podemos
concluir que a CAR demonstrou ser uma alternativa terapéutica para as doencas

relacionadas a obesidade, como a MAFLD.
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ANEXO 1
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Certificamos que o projeto intitulado: “Efeitos da carnosina sobre a fisiopatologia da doenca hepatica gordurosa nao alcodlica induzida por dieta
hipercalorica rica em carboidratos”, conduzido pela Pesquisadora: Mariane Rovero Costa — Orientador: Prof. Dr. Fernando Moreto - Colaboradores: Carol Cristina Vagula de
Almeida Silva, Jéssica Leite Garcia e Prof. Giancarlo Aldini, registrada com o n® 1322/2019, que envolve a produgdo, manutencado ou utilizagao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n.
6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, em reuniao ordinaria de 30 de outubro de 2019.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 01 de janeiro de 2022
Espécie/Linhagem/Raca Ratos Wistar
N° de animais 40 animais
Idade/Peso 200 gramas - 02meses
Sexo Masculino
Origem Biotério Central
Sara Rosa mnm:_w:\ Sampaio Profa. Associada mm#rm Furlan Polegato
Secretaria da Comisséo de Etica no Uso de Animais Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP

Distrito Rubido Jinior, s/n° — Botucatu — SP. CEP: 18.618-970 Fones: (14) 3880.18.80 — E-mail Secretaria: ceua@fmb.unesp.br




ANEXO 2

\/
Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 4ULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de

Botucatu, 12 de janeiro de 2023.

Ao
Conselho do Programa de Pés-graduacéo em Patologia
Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp

Prezados Senhores,

Declaramos que a ( X ) dissertacéo de mestrado / ( ) tese de doutorado intitulada
“Efeitos da suplementacéo de carmosina sobre a doenca hepatica gordurosa associada
as alteracdes metabdlicas induzidas por dieta em ratos” de autoria do(a) discente Nubia
Alves Grandini é subprojeto do projeto intitulado “Efeitos da carnosina sobre a
fisiopatologia da doenca hepética gordurosa n&o alcdolica induzida por dieta
hipercaldrica rica em carboidratos” que foi submetido e aprovadopelo( )CEP/( X))

CEUA, conforme parecer anexo.

Declaramos que no subprojeto ndo houve alteracées de procedimentos operacionais ou
metodologicos daqueles constantes no projeto original e que o(a) discente integra a
equipe do projeto.

Atenciosamente,

el

Mariane Révero Costa
Pesquisador responsavel identificado no parecer consubstanciado

Qi

Fernando Moreto
Orientador

\ TR

Nubia Alves Grandini
Discente

VIV VARRSCT Y VoV

Faculdade de Medicina de Botucatu — Secéo Técnica de Pos-graduacédo
Av. Professor Mario Rubens Guimaraes Montenegro, s/n CEP 18618-687 Botucatu Sao Paulo Brasil
posgraduacao.fmb@unesp.br
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