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RESUMO 

 

 

SILVA, Aline Fernandes da. Efeitos do LDT409 sobre o metabolismo energético e 

remodelamento hepático em camundongos alimentados com dieta rica em frutose. 2021. 

104f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

 

O consumo excessivo de frutose está correlacionado à doença hepática gordurosa não-

alcoólica (DGHNA) e à resistência à insulina (RI). A RI compromete a homeostase do 

retículo endoplasmático, produzindo efeito pró-inflamatório pelo desequilíbrio de vias 

metabólicas reguladas por fatores de transcrição, como os receptores ativados por proliferação 

peroxissomal (PPARS). Este estudo buscou avaliar os efeitos do LDT409 (agonista duo 

PPAR-alfa/gama) sobre o remodelamento estrutural hepático, com ênfase no metabolismo 

energético e estresse do retículo endoplasmático hepático em camundongos alimentados com 

dieta rica em frutose. Trinta e dois camundongos C57BL/6 machos (três meses de idade) 

foram designados aleatoriamente para receber uma dieta controle ou uma dieta rica em frutose 

por dez semanas. Então, os grupos foram subdivididos em quatro grupos para iniciar o 

tratamento por cinco semanas: C, CT (dieta C + LDT409), HFRU, HFRUT (dieta HFRU + 

LDT409). O tratamento foi incorporado às dietas na dose de 40 mg/kg de massa corporal. Os 

animais HFRU apresentaram aumento de gordura intra-abdominal, RI, redução da beta-

oxidação, e aumento da gliconeogênese, lipogênese e fibrogênese. Os dados avaliados 

sugerem ativação das células estreladas hepáticas após 17 semanas de dieta HFRU. Por outro 

lado, o tratamento foi capaz de normalizar estes parâmetros, exercendo efeitos anti-

esteatóticos e impedindo a ativação das células estreladas nesse modelo a partir de uma 

redução da lipogênese e controle do estresse do retículo endoplasmático concomitante ao 

aumento da beta-oxidação de ácidos graxos nas mitocôndrias dos hepatócitos. O LDT409 

pode representar um potencial nutracêutico para controle da DHGNA, a qual não possui até o 

presente momento um fármaco direcionado ao seu controle. 

 

Palavras-chave: Frutose. PPAR. LDT409. Esteatose hepática. Estresse do retículo 

endoplasmático. 



ABSTRACT 

 

SILVA, Aline Fernandes da. Effects of LDT409 on hepatic energy metabolism and 

remodeling in high-fructose-fed mice. 104f. Dissertação (Mestrado em Biologia Humana e 

Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 
 

Excessive fructose intake, present in ultra-processed foods, is correlated with non-

alcoholic fatty liver disease (DGHNA) and insulin resistance (IR). IR compromises 

endoplasmic reticulum homeostasis, producing a pro-inflammatory effect due to the 

imbalance of metabolic pathways regulated by transcription factors, such as receptors 

activated by peroxisomal proliferation (PPARS). This study sought to evaluate the effects of 

LDT409 (PPAR-alpha / gamma duplex agonist) on hepatic structural remodeling, 

highlighting energy metabolism and hepatic endoplasmic reticulum stress in mice fed a high-

fructose diet. Forty-six male C57BL / 6 mice (three months old) were randomly assigned to 

receive either a control diet or a high-fructose diet for ten weeks. Then, groups were 

subdivided into four groups to start the treatment for five weeks: C, CT (diet C + LDT409), 

HFRU, HFRU (diet HFRU + LDT409). The treatment was added to the diets at a dose of 40 

mg/kg of body weight. HFRU animals showed increased intra-abdominal fat, IR, reduced 

beta-oxidation and increased gluconeogenesis, lipogenesis, and fibrogenesis. The evaluated 

data suggest activation of hepatic stellate cells after 17 weeks of HFRU diet. On the other 

hand, the treatment normalized these parameters, exerting anti-steatotic effects and preventing 

the activation of the stellate cells in this model by reducing lipogenesis and controlling the 

endoplasmic reticulum stress concomitant with the increase in beta-oxidation of fatty acids in 

hepatocyte mitochondria. LDT409 may represent a potential nutraceutical for NAFLD, which 

does not currently have a drug directed to its control.Excessive dietary intake of saturated fat 

causes an imbalance in energy homeostasis, which is one of the leading causes for the 

development of obesity and, consequently, adipocyte dysfunction. Peroxisome proliferator-

activated receptor-α (PPAR-α) plays a paramount role in the browning of white adipocytes, as 

well as dipeptidyl peptidase-4 inhibitors (DPP-4i) can enhance thermogenesis. This study 

sought to evaluate the association of the PPAR-alpha agonist (WY14643) and DPP-4i 

(linagliptin) on the subcutaneous white adipose tissue remodeling and thermogenesis 

induction in mice fed a high-fat diet. Forty male C57BL/6 mice (three months old) were 

randomly assigned to receive a control diet (C, 10% energy as lipids) or a high-fat diet (HF, 

50% energy as lipids) for twelve weeks. Then, each group was subdivided into two groups to 

start the treatment that lasted five weeks: C, CT (C diet plus PPAR-α agonist and DPP-4i), 

HF, and HFT (HF diet plus PPAR-α agonist and DPP-4i). Drugs were mixed to the diets at a 

dose of 2.5 mg/kg body mass for WY14643 and 15 mg/kg body mass for linagliptin. The 

animals in the HF group showed overweight, oral glucose intolerance, adipocyte hypertrophy, 

substantial accumulation of intra-abdominal and subcutaneous fat. Conversely, the treatment 

was able to normalize these parameters, besides increasing the body temperature, the presence 

of multilocular adipocytes (beige), and the high expression of thermogenic markers genes. 

These observations point to the activation of the browning cascade in the subcutaneous white 

adipose tissue concomitant with noticeable anti-inflammatory effects and endoplasmic 

reticulum stress alleviation. Hence, the association of the PPAR-α agonist with DPP-4i 

emerges as a promising target for obesity control through the induction of beige cells and 

adaptive thermogenesis. 

 
Keywords: Fructose. PPAR. LDT409. Hepatic steatosis. Endoplasmic reticulum stress. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A transição nutricional, caracterizada por mudanças nos padrões dietéticos da 

população, propiciou um aumento do consumo domiciliar de alimentos nos últimos anos, 

sobretudo de frutose oriunda da inclusão de alimentos processados na rotina alimentar, 

independentemente da renda familiar (1, 2). A frutose, também conhecida como levulose ou 

açúcar da fruta é um monossacarídeo constituinte da sacarose (β-D-Frutofuranosil α-D-

glicopiranosida) e de outros polímeros como a inulina (3) e está presente predominantemente 

nas bebidas adocicadas, sucos, refrigerantes e sob a forma de xarope de milho de alto poder 

adoçante e baixo custo comercial, sendo empregado em larga escala pela indústria atualmente 

(4, 5). 

Durante seu metabolismo, há um aumento da produção de ácido lático, gliconeogênese 

e lipogênese de novo (4). Por desenvolver a curto ou a longo prazo dislipidemia, aumentos de 

colesterol, triacilgliceróis (6, 7), disfunção endotelial e hipertensão arterial (8), o consumo 

excessivo de frutose vem sendo considerado preocupante e alvo de estudos (9, 10). Pesquisas 

recentes já mostram que há aumento das adipocinas inflamatórias e redução da adiponectina 

após a ingestão de uma dieta rica em frutose, tendo ainda o aumento de MCP-1, que pode 

induzir à ativação e infiltração de macrófagos no tecido adiposo e está correlacionada à 

doença hepática gordurosa não-alcoolica (DGHNA) e à resistência à insulina (RI) (11-13); as 

quais associadas correlacionam-se positivamente com o aumento da inflamação sistêmica 

(14). Estudos também observaram efeitos deletérios da ingestão de frutose na expressão de 

marcadores de beta-oxidação e biogênese mitocondrial no fígado (14, 15), o que compromete 

a homeostase de outras organelas como o retículo endoplasmático (16), produzindo efeito pró-

inflamatório pelo desequilíbrio de vias reguladas por fatores de transcrição, dentre estes, 

destacam-se os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) (17).  

Os PPARS atuam regulando a expressão de genes envolvidos com o metabolismo de 

lipídios e carboidratos, e existem três isoformas do receptor que são expressas no fígado: 

PPAR-alfa, PPAR-beta e PPAR-gama (18, 19). A expressão aumentada de PPAR-gama é 

uma característica do fígado esteatótico, estimulando a transcrição de genes lipogênicos, 

aumentando a síntese e o armazenamento de lipídios (20, 21). Por outro lado, o PPAR-alfa 

exerce um papel fundamental na ativação da beta-oxidação, além de aumentar a densidade de 

mitocôndria por área de tecido hepático, sendo assim um alvo promissor para o combate da 

DHGNA (22, 23) e na proteção contra a progressão para a esteatohepatite não-alcoolica 
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(EHNA), já que a inflamação lobular hepática e a disfunção mitocondrial exercem papel 

ímpar (24, 25). Os agonistas PPAR, por atuarem na regulação de vias metabólicas envolvidas 

na gênese e na progressão da DHGNA para EHNA, têm grande potencial de atuação no 

tratamento de desordens do metabolismo hepático (17, 21, 26). 

Nesse contexto, foram desenvolvidos alguns fármacos cujo mecanismo de ação se 

baseia no estímulo a PPARs, como os fibratos e as glitazonas, com eficácia no tratamento da 

dislipidemia e da resistência à insulina, respectivamente. No entanto, o uso prolongado destes 

agonistas acarreta efeitos colaterais negativos, relacionados à alta afinidade dos fármacos para 

PPAR-gama, como sugerido em alguns estudos (27, 28), sendo esta uma condição limitante 

para o uso de tais medicamentos. 

 O LDT409 é um agonista duo PPAR-alfa/gama, obtido por semissíntese do cardanol 

saturado a partir do principal resíduo industrial do beneficiamento da castanha do caju, e que 

apresenta ativação parcial e balanceada de ambas isoformas PPARs (alfa e gama) como 

diferencial, uma vez que exclui os efeitos adversos advindos da ativação total do PPAR-gama. 

O poder antioxidante de compostos químicos derivados do líquido da casca da castanha de 

caju foi relatado anteriormente, sendo atribuídos à elevada participação do cardol e cardanol 

presente no material utilizado (29, 30). Contudo, não há relatos dos efeitos do LDT409 sobre 

o tratamento da DGHNA ou sobre um possível papel protetor na progressão DHGNA-EHNA 

em animais alimentados com dieta rica em frutose. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

1.1 Fígado  

 

 

O fígado é a maior glândula e o segundo maior órgão do corpo humano (31). Tem 

funções endócrinas e exócrinas, peso médio de 1500g e localiza-se no quadrante superior 

direito da cavidade abdominal, logo abaixo do diafragma, sendo dividido em quatro lobos (o 

esquerdo, o direito, o quadrado e o caudado) que se dividem em lóbulos. É recoberto pela 

Cápsula de Glissom, uma camada de tecido conjuntivo (32). 

Com relação à vascularização, recebe 80% de sangue rico em nutrientes e pouco 

oxigenado, advindo da veia porta. Os outros 20% de sangue que se caracteriza por ser arterial 

e rico em oxigênio, é fornecido pela artéria hepática. Deste modo todo o sangue oriundo do 

sistema digestório e do baço drena para o fígado, o alcançando através do hilo, também 

conhecido como porta hepatis ou fissura transversa, com origem na qual se ramificam 

profusamente até que o sangue arterial e venoso se misture na ampla rede capilar hepática dos 

lóbulos, constituída pelos sinusóides hepáticos (32). 

Dos sinusoides, o sangue drena para a veia central e desta para as veias hepáticas, as 

quais drenam para a veia cava inferior. Uma vez nos sinusóides, o sangue entra em íntimo 

contato com a principal célula parenquimatosa do lóbulo hepático, o hepatócito (32) 

 

Figura 1 – Lóbulos hepáticos 

 

Legenda: Desenho esquemático que ilustra os lóbulos hepáticos do fígado. Cada lóbulo é composto por 

cordões de hepatócitos que são entremeados por capilares sinusóides (não representados nessa 
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ilustração), os quais desembocam em uma veia centrolobular. Na periferia do lóbulo há tecido 

conjuntivo, no qual se encontra o espaço porta, que contém a tríade portal (arteríola, vênula e ducto 

biliar). Há também vasos linfáticos e nervos (não representados). Adaptada de Bourne G: Na 

Introduction to Funcional Histology, Churchill, 1953. 

Fonte: (33) 

 

Os hepatócitos são as células mais importantes do fígado. Se organizam em cordões 

entremeados pelos sinusóides, e se estendem do limite do lóbulo, onde se localizam os 

espaços porta, até o vaso central nomeado veia centrolobular.  Geralmente apresentam de 20 a 

30 μm de diâmetro, e constituem cerca de 2/3 da massa do órgão. São células poliédricas que 

se relacionam com o canalículo biliar, com a membrana de hepatócitos vizinhos e com o 

sinusóide, sendo que nesse caso existe um espaço entre estas duas estruturas, que é 

denominado espaço perissinusoidal ou espaço de Disse, e nele são regularmente encontrados 

4 tipos de células, dentre elas os macrófagos, os quais neste órgão são denominados células de 

Kupffer; e as células estreladas armazenadoras de lipídio, também conhecidas como células 

de Ito (32). 

Por ser uma célula multifuncional, todas as organelas citoplasmáticas estão bem 

representadas nos hepatócitos. As mitocôndrias são numerosas, cerca de 1000 ou mais em 

cada célula, e de particular importância em função das variadas atividades metabólicas do 

hepatócito, como a detoxificação de espécies reativas de oxigênio (ERO) sob a ação de 

enzimas mitocondriais (32). 

A organização funcional e fluxo sanguíneo único do fígado permitem ao órgão 

controlar as substâncias que são absorvidas em todo o intestino e determinar quais delas irão e 

como irão entrar na circulação sistêmica. Além disso, permitem que ele realize inúmeras 

atividades vitais, essenciais à manutenção da homeostasia corporal. Dentre elas estão funções 

metabólicas, catabólicas, excretoras, secretoras, de síntese e de armazenamento (33). 

 

1.2 Metabolismo energético 

 

O metabolismo energético compreende o conjunto de reações químicas que produzem 

a energia necessária para a realização das funções vitais através da quebra ou ligação das 

moléculas (anabolismo ou catabolismo). Para que essas reações ocorram, são necessários 

substratos energéticos, que são provenientes da alimentação. As principais fontes de 

energia utilizadas nessas reações são os carboidratos, os lipídios e as proteínas. 

Em resumo, vias anabólicas necessárias para a biossíntese consumirão adenosina 

trifosfato (ATP) para gerar nicotinamida adenina dinucleótido (NADH); e vias catabólicas 
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irão gerar ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) + Pi (fosfato inorgânico) e oxidar 

NADH em NAD+ pela glicólise e ciclo de Krebs ou fosforilação oxidativa (34). 

Em condições normais, a regulação do metabolismo de lipídios e de carboidratos 

acontece graças ao trabalho conjunto do fígado e demais órgãos chave como tecido adiposo e 

músculo. A eficiência dessa relação é essencial para a manutenção do metabolismo, e este 

controle é, em grande extensão, dependente da regulação eficiente desse ciclo, que para 

ocorrer precisa do funcionamento adequado destes órgãos. 

Usualmente a glicose é estocada na forma de glicogênio, e seu excesso é convertido no 

fígado a ácidos graxos (AGs), que são usados para a síntese da principal fonte de estoque 

energético do organismo: os triacilgliceróis (TAG) (19); e a gordura que é absorvida pela 

mucosa intestinal e transportada na circulação na forma de quilomicrons, tem seus 

triglicérides depositados no tecido adiposo. Este, por sua vez, libera a gordura na forma de 

ácidos graxos livres (AGL) para serem utilizados, mediante estímulos hormonais (35). Estes 

AGL chegam até o fígado através de três vias: Hidrólise de TAG em glicerol e AGL 

(lipólise), que ocorre no interior do tecido adiposo; através de fontes alimentares; e da 

lipogênese de novo (DNL). 

A DNL é caracterizada como uma via de conversão de fontes glicídicas para a síntese 

de AGs (36), modulada por fatores de transcrição ativados pela insulina, um dos principais 

hormônios responsáveis pela regulação da expressão da proteína de ligação ao elemento de 

regulação dos esteróis 1c (SREBP-1c) (37). A SREBP-1c é um membro da família SREBP 

que controla a regulação transcricional de genes lipogênicos (38). A sua ativação leva à 

conversão do piruvato em AGL no fígado e a um aumento de genes que ativam a síntese e 

captação de colesterol, AGs, TAG e fosfolipídios (39). Assim como a ingestão aumentada de 

lipídios pela dieta, o processo da DNL também provoca um estado de lipotoxicidade, 

predispõe à RI e ao desenvolvimento de alterações hepáticas (40, 41).   

Em condições normais, após a entrada nos hepatócitos, os destinos possíveis para os 

AGL são: serem beta-oxidados pelas mitocôndrias para gerar energia (ATP), ou serem 

convertidos novamente em triacilgliceróis acoplados às lipoproteínas de densidade muito 

baixa (VLDL) e transportados ao tecido adiposo. Porém, perturbações nessas vias podem 

acarretar o armazenamento destes AGL no fígado (42, 43). 

A beta-oxidação de AGs ocorre nas mitocôndrias, e produz Acetil-CoA a partir dos 

AGs. Em condições basais, para iniciar este processo, a molécula de acil-CoA de cadeia longa 

(LC-CoA) é transportada para a membrana mitocondrial interna (MMI) via carnitina palmitoil 

transferase-1a (CPT-1a), onde é beta oxidada (39, 44). Porém, na presença de concentrações 
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elevadas de glicose e AGL, a enzima CPT-1a é inibida em consequência do aumento de 

Malonil-CoA, intermediário na síntese de AGs. Com isso, ocorre aumento da ácido graxo 

sintase, enzima limitante na biossíntese de AGs e catalisadora do último passo desta via. 

Quando este processo é inibido, ocorre aumento na concentração de LC-CoA no citoplasma, o 

que reduz a expressão de genes que podem retardar a beta-oxidação hepática (45, 46). 

Sendo assim, quando por diversos motivos os níveis de glicose ou lipídios hepáticos 

excedem as necessidades energéticas, sua capacidade oxidativa e/ou de exportar lipoproteínas 

hepáticas é excedida, lipídios são depositadas no parênquima hepático na forma de 

triacilgliceróis (47). 

 

1.3 Doennça hepática gordurosa não alcoólica 

 

A DHGNA, do inglês “Non-alcoholic fatty liver disease” (NAFLD),  caracterizada 

pelo acúmulo excessivo de gordura no fígado, surge da síntese hepática e esterificação de 

AGL em triacilgliceróis aumentados, e decréscimo do transporte destes para fora do 

hepatócito, com um desvio dos mecanismos de lipólise em favor  da lipogênese (48, 49). É a 

causa mais comum das doenças crônicas do fígado no mundo (50), com prevalência de 

aproximadamente 25% na população adulta e 50-70% em pacientes com obesidade e Diabetes 

Mellitus tipo 2 (DM2) (51), e pode ser considerada uma manifestação hepática da síndrome 

metabólica (SM). 

A DHGNA é assintomática e pode ser inicialmente identificada por alterações nas 

enzimas hepáticas (aspartato aminotransferase – AST, alanina aminotransferase – ALT) (52). 

É definida como um espectro patológico do fígado, que é iniciado por esteatose (gordura 

hepática excedendo 5% do peso total do órgão ou presença de gordura em mais de 5% dos 

hepatócitos quando em avaliação microscópica) e que pode progredir para EHNA, definida 

pela concomitância de processo inflamatório (53); além de necroinflamação e fibrose (54), 

podendo cursar com carcinoma hepatocelular (CHH), e em casos mais graves morte (55, 56), 

devido seu amplo espectro de alterações histológicas.  

Os mecanismos moleculares que causam a progressão da doença no fígado para 

formas mais graves ainda não são totalmente compreendidos, mas um mecanismo sugerido 

envolve o estado inflamatório devido à superprodução de ERO, lipotoxicidade e aumento de 

citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina 6 (IL-6), 

interleucina β (IL1β) e ativação das células de Kupffer (57-59). Em pacientes acometidos pela 
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EHNA, os níveis séricos e hepáticos das citocinas estão elevados e correlacionam-se com a 

severidade histológica da doença, além de promover a resistência à insulina (60-64). 

Estudos sugerem ainda que a disfunção mitocondrial na EHNA pode ativar o estresse 

do retículo endoplasmático (ERE) com a ativação da UPR (do inglês “Unfolded Protein 

Response”), desencadeando assim a morte e inflamação dos hepatócitos pela via de 

sinalização dependente da proteína homóloga à proteína ligante estimuladora de CCAAT 

(CHOP) (65). 

Além disso, o aumento do acúmulo de colesterol mitocondrial também está 

relacionado com a progressão da esteatose para a EHNA. Estudos relataram encontrar 

apoptose e depleção mitocondrial em camundongos que apresentaram elevação do mesmo 

(57, 58). 

O entendimento da patogênese da DHGNA passa pelo reconhecimento da interação 

metabólica que o fígado mantém com os diversos tecidos corporais, além da base genética e 

fatores ambientais como o microbioma intestinal e a dieta, de maneira que o acúmulo de 

lipídios no fígado, deriva-se fundamentalmente do excesso de energia disponível no 

organismo (66, 67). Este excesso é frequentemente causado por ingestão energética excessiva, 

a qual obesidade e outros distúrbios metabólicos associados (68). 

Como visto anteriormente, o fígado recebe AGL através de três vias, e estudos 

recentes demonstram que todas as fontes de entrada contribuem significativamente para os 

estoques lipídicos intra-hepáticos, sendo que ~ 59% dos triglicerídeos intra-hepáticos nos 

pacientes com DHGNA deriva de AGs circulantes, enquanto ~ 26% deriva do DNL e ~ 15% 

da gordura da dieta (69). No entanto, quando os pacientes com DHGNA foram comparados 

com controles pareados sem esteatose, não houve diferença significativa no fluxo de ácidos 

graxos do tecido adiposo para o fígado. Por outro lado, a DNL foi três vezes maior na 

DHGNA em comparação aos indivíduos controle (70), sugerindo que o aumento do DNL é 

uma característica fisiopatológica distinta do DHGNA humano. 

Sabe-se hoje que existem inúmeros agentes responsáveis pela progressão da DHGNA 

por diversas moléculas lipídicas já terem se mostrado capazes de induzir inflamação no tecido 

hepático: diferentes tipos de ácidos graxos, colesterol e seus metabólitos oxidados, ceramidas 

e diacilglicerois (48). Além de lipídios, carboidratos também têm sido associados ao 

desenvolvimento de DHGNA, sendo a frutose mais citotóxica do que a glicose para este 

modelo. Nesse contexto, fígado com esteatose é mais susceptível às agressões em geral do 

que o fígado normal (48). Entretanto, as recomendações para tratar a DHGNA abrangem 

http://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cholesterol
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mudanças no estilo de vida, e não há tratamento farmacológico que tenha sido aprovado para 

tratar esta condição (71). 

Atualmente, vem sendo usado como alternativa medicamentos que levam à redução de 

massa corporal e aliviam concomitantemente a esteatose hepática (72, 73), pois reduções na 

adiposidade e resistência à insulina através de dieta e exercício são a base do tratamento da 

DHGNA (74-76). 

Vários ensaios clínicos estão em andamento para desenvolver novas terapias contra a 

DHGNA (77), uma vez que os tratamentos atuais com foco nas modificações do estilo de vida 

têm sido amplamente aprovados. O objetivo final do tratamento é inibir o desenvolvimento 

fibrótico que pode eventualmente levar à cirrose e CHC (77). 

 

Figura 2 – Metabolismo lipídico hepático 

 

Nota: As três principais vias que contribuem para o acúmulo de lipídios intra-hepático: 

importação de triacilgliceróis pela LDL; lipólise; lipogênese de novo. As duas vias 

que contribuem para a saída dos lipídios são a β-oxidação e a exportação pela 

VLDL. A perturbação dessas vias pode resultar no acúmulo de lipídios intra-

hepáticos e desenvolvimento da esteatose hepática. 
Fonte: A autora, 2021. 

Recentemente foi definido em consenso internacional que a nomenclatura da DHGNA 

(NAFLD no inglês) fosse atualizada para MAFLD (metabolic associated fatty liver disease, 

ainda sem equivalente no português). Dessa forma, é proposto que o diagnóstico da doença 

seja baseado na presença de alterações metabólicas, e não ausência de outras condições, como 

associação ao uso do álcool, apesar de considerar que em alguns casos haja uma contribuição 

importante do mesmo para a doença. É importante considerar ainda que outras doenças 

hepáticas podem coexistir em associação à MAFLD (78). 
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1.4 Frutose 

 

A frutose, também conhecida como levulose ou açúcar da fruta, é um monossacarídeo 

presente em frutas e vegetais, constituinte da sacarose (β-D-Frutofuranosil α-D-

glicopiranosida) e de outros polímeros, como a inulina (3). Suas principais fontes naturais na 

dieta humana são frutas, mel e a sacarose. Ela pertence ao grupo das hexoses e se assemelha à 

glicose pela fórmula química C6H12O6, diferindo apenas pela posição do grupo carbonila. É 

um subproduto do xarope de milho que possui baixo custo, tem sabor agradável e longa vida 

útil. Por isso, é utilizado como adoçantes em alimentos e bebidas e seu uso aumentou em 

comparação com a sacarose nos últimos anos (49, 79). 

A sacarose era utilizada como o principal adoçante pela indústria alimentícia, porém, 

foram desenvolvidas técnicas que permitiram a extração do amido de milho e sua conversão 

em frutose através da isomerização enzimática. O Xarope de milho com alto teor de frutose 

(HFCS, da sigla em inglês “High-fructose corn syrup”) pode estar presente em bebidas 

açucaradas, pães, doces, temperos prontos, entre outros, sendo esta a principal forma de 

ingestão excessiva da frutose pela população (4). 

No início da década de 70 nos Estados Unidos, a ingestão de HFCS era de 0,4% das 

calorias totais ingeridas através de adoçantes, chegando a 42% na década de 2000 (80). 

Embora nos últimos anos a ingestão mundial de açúcares de adição tenha estabilizado, o 

consumo ainda representa aproximadamente 17% (75 gramas por dia), o que ainda é bem 

acima do limite de 10% recomendado. Entre adolescentes e adultos jovens o consumo de 

açúcar é ainda maior, especialmente o proveniente de bebidas, sendo responsável por quase 

25% da ingestão total (81). Esse crescente aumento no consumo de açúcares refinados em 

alimentos e bebidas e o uso comercial extensivo do HFSC está sendo relacionado ao aumento 

expressivo da prevalência de distúrbios metabólicos como DM2 hipertensão arterial sistêmica 

(HAS), gota, dislipidemia, SM (82), DHGNA (83, 84), mesmo sem provocar aumento 

significativo de massa corporal (MC) (85). 

Sob ingestão alimentar normal, que de forma isolada para um adulto saudável, pode 

variar de menos de 5 gramas a mais de 50 gramas (86), a maior parte da frutose ingerida é 

metabolizada pelos enterócitos do intestino delgado,  principalmente em glicose, que é então 

entregue à circulação sistêmica. Porém, dietas com alto teor de sacarose e frutose 

sobrecarregam a capacidade do intestino de metabolizar tudo e, nessas condições, uma 

quantidade significativa da frutose vai ser desviada para metabolização hepática e, em menor 

grau, por outros órgãos.  
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As concentrações de frutose no plasma periférico são tipicamente cerca de 0,04 mM, 

podendo aumentar acentuadamente 10 vezes após o consumo de frutose e retornar aos níveis 

de jejum dentro de 2 horas. Essa depuração rápida é mediada em grande parte pela extração 

eficiente realizada pelo fígado. Enquanto o fígado extrai apenas 15% a 30% da carga oral de 

glicose, é capaz de extrair 70% da carga oral de frutose (3). 

 

 

1.4.1 Absorção da frutose 

 

 

A frutose é absorvida passivamente no lúmen do intestino delgado em um processo 

independente de energia via transportador de glicose 5 (GLUT5), o principal transportador de 

frutose em mamíferos (87, 88). Esse transportador é expresso no lúmen apical voltado para a 

borda da mucosa intestinal e as membranas basolaterais de enterócitos (89, 90), e tem sua 

capacidade de absorção limitada (91). A frutose é transportada para fora dos enterócitos em 

direção à circulação sistêmica pelo transportador de glicose 2 (GLUT2), que acreditava-se ser 

o transportador primário do monossacarideo localizado no pólo basolateral (92-94), até que 

fosse descoberto também o transportador de glicose 8 (GLUT8), que mais recentemente 

demonstrou mediar o transporte (95). 

Dados mais atuais mostraram que a alimentação rica em frutose é capaz de induzir 

uma via de regulação do transporte de frutose no intestino mediada por GLUT5 (96). Em 

consonância, foi mostrado que a proteína de ligação a elementos responsivos a carboidratos 

(ChREBP), fator de transcrição que responde a nutrientes intracelulares, também regula a 

expressão intestinal do transportador GLUT5, e é necessária para a tolerância sistêmica à 

frutose (97). 

 A maior parte da frutose ingerida é inicialmente metabolizada pelo próprio intestino 

delgado, onde mais de 90% do monossacarídio é ativamente metabolizado em glicose e 

lactato, e exportada via sangue portal (98), onde é então absorvida pelo fígado, que apesar de 

ser considerado o local primário para o metabolismo da frutose, só então a recebe, com 

quantidades limitadas escapando do metabolismo hepático e entrando na circulação sistêmica.  

A passagem da frutose não metabolizada através do intestino delgado para o fígado 

depende da dose ingerida. Baixas doses são quase totalmente eliminadas pelo intestino, mas 

como já mencionado, altas doses superam a capacidade intestinal de absorção e eliminação 

(99), e a frutose extra é digerida pelo fígado e pela microbiota colônica (98), podendo impor 

uma carga osmótica no intestino delgado distal e no cólon, o que pode contribuir para 
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sintomas gastrointestinais (99). Além disso, a frutose pode servir como substrato para a 

fermentação bacteriana, levando à formação de gases e outros metabólitos bacterianos, que 

podem afetar a motilidade intestinal e causar vários sintomas, como dor abdominal e inchaço 

(100). 

 

 

1.4.2 Frutólise 

 

 

O metabolismo da frutose difere da glicose na reação catabólica, no mecanismo 

regulatório e nos metabólitos, por ignorar etapas regulatórias significativas. 

Ao entrar nas células epiteliais intestinais via GLUT5, a frutose é rapidamente 

fosforilada em frutose-1-fosfato (F-1-P) pela frutoquinase (KHK, cetohexocinase). 

KHK é uma hexoquinase caracterizada pela ausência de inibição por feedback, então não é 

regulada pelo estado energético celular, resultando em depleção de fosfato intracelular e 

geração rápida de ácido úrico devido à ativação da AMP desaminase (101). Tal situação 

conduz a um desequilíbrio entre adenosina monofosfato (AMP) e ATP, aumentado a razão 

AMP/ATP, e gerando um alto nível de estresse metabólico (102). O destino deste AMP é 

definido por duas enzimas: a proteína quinase ativada por AMP (AMPK) e a xantina 

desidrogenase. Quando a xantina desidrogenase é mais ativa que a AMPK, o AMP é 

convertido em ácido úrico, que elevado é um bom preditor para o desenvolvimento de 

comorbidades (103-108).   

 A F-1-P, por sua vez, é diretamente clivado em unidades de três carbonos, fosfato de 

di-hidroxiacetona (DHAP) e gliceraldeído, pela aldolase B. O gliceraldeído, ao contrário dos 

produtos da aldolase na glicólise, deve ser fosforilado em gliceraldeído-3-fosfato pela 

trioquinase (TrioK). DHAP e gliceraldeído-3-fosfato são idênticos aos intermediários 

glicolíticos e entram na via gliconeogênica para a glicose ou são posteriormente catabolizados 

através da via glicolítica inferior para o lactato e liberados na circulação (109, 110). 

O excesso de frutose gera ainda um aumento da produção de acetil-Coa que acaba 

excedendo a capacidade do ciclo tricarboxílico de metabolizá-la. Este excesso será utilizado 

no citoplasma como um substrato para a DNL. Essa molécula é convertida pela Acetil-Coa 

Carboxilase (ACC) em malonil-Coa, que inibe a β-oxidação mitocondrial por inibir a CPT1a, 

enzima necessária para a translocação de ácidos graxos nas mitocôndrias. Dessa forma, há 

ainda uma maior disponibilidade de ácidos graxos para a produção de triacilgliceróis (111, 

112). 
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Os metabólitos primários e subprodutos da frutólise incluem glicose, lactato, AGL, 

ceramida, TG, VLDL, ácido úrico e metilglioxal (MG). Esses metabólitos são 

superproduzidos e liberados na circulação sistêmica, sendo considerados fatores perigosos 

diretos. Além disso, há uma subsequente produção de citocinas inflamatórias, adiponectina, 

leptina e endotoxinas, que são perigos indiretos da via frutolítica. Dessa forma, a frutose e 

seus metabólitos causam direta e/ou indiretamente hiperuricemia, resistência à insulina, 

inflamação crônica, secreção de endotoxinas, autofagia, disturbio do apetite, entre outras 

alterações, com potencial para afetar a homeostase energética e perturbar as funções dos 

tecidos e órgãos extra-hepáticos (113). 

 

Figura 3 – Bioquímica da frutose 

 

Legenda: Metabolismo da frutose no hepatócito. Abreviações: Di-hidroxiacetona fosfato (DHAP); 

Triacilglicerol (TAG)  

Fonte: A autora, 2021. 

 

1.4.3 Frutose x DHGNA 

 

Os metabólitos da via frutolítica atuam como indutores de alterações hepatotóxicas, 

pois além da frutólise produzir rapidamente precursores de gliconeogênese e lipogênese, seus 

metabólitos também atuam como reguladores dos principais fatores de transcrição que 

controlam essas vias. Consequentemente, a ingestão exagerada de frutose aumenta os níveis 

plasmáticos de triacilgliceróis (114, 115), promovem DNL hepática (116, 117), estresse 

oxidativo, disfunção mitocondrial, estresse do retículo endoplasmático e inflamação, que que 
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juntos induzem o acúmulo de lipídios intra-hepáticos na DHGNA e contribuem para a 

progressão e gravidade da mesma (70, 108, 118-120). 

A frutose atua como lipogênica por estimular o aumento da secreção de VLDL (121, 

122) e suprimir agudamente a oxidação hepatica de ácidos graxos (123). Esse desequilibrio 

envolve três possíveis mecanismos: a diminuição na degradação de lipídios devido a uma 

menor expressão de PPAR-alfa, um fator transcricional importante para a oxidação de ácidos 

graxos que atua regulando genes como CPT1a (124, 125); Menor expressão do coativador 

gama-1alfa ativado por proliferador peroxissômico (PGC-1α), uma proteína responsável pela 

biogênese mitocondrial (126); A diminuição na depuração lipídica devido a uma menor 

expressão da proteína microssômica de transferência de triacilgliceróis (MTP) (125), 

envolvidos na produção de VLDL por inibição da CPT1a. Com isso, há ainda mais 

disponibilidade de AGs para a produção de triacilgliceróis, que pode ser incorporado nas 

gotículas lipídicas, levando à esteatose. 

Além de fornecer substrato para a lipogênese, o consumo crônico de frutose aumenta a 

regulação transcricional da DNL ao ativar os principais fatores de transcrição, incluindo 

SREBP1c e ChREBP, independentemente da sinalização da insulina hepática (127-130), 

ambas atuando como fator chave de transcrição implicado na progressão da NAFLD (131). O 

ChREBP também pode suprimir a oxidação de ácidos graxos através da regulação negativa de 

enzimas como o CPT1a, em parte por antagonizar o receptor ativado por PPAR-alfa, que 

veremos em detalhes a seguir (132, 133). 

Além dos fatores acima mencionados, estudos apontam o ERE como um mecanismo 

que favorece a progressão da DHGNA para EHNA (134).  A mitocôndria se comunica 

dinamicamente com outras organelas celulares, como o retículo endoplasmático (RE). Logo, a 

exposição prolongada a AGLs gera perturbações na mitocôndria, desencadeando estresse 

oxidativo e desordem na homeostase do RE (16). O consumo excessivo da frutose faz com 

que haja uma maior demanda do retículo endoplasmático devido a um aumento do 

metabolismo lipídico para a produção de VLDL, o que leva esse retículo ao estresse e à 

resposta à proteína mal dobrada (UPR) com o intuito de restaurar a homeostase do RE, mas 

que pode promover alterações da cadeia respiratória e desacoplar a fosforilação oxidativa com 

excesso de produção de ERO (135, 136) e apoptose (137, 138), contribuindo para a 

progressão da esteatose hepática e resistência à insulina. 

O ERE também pode influenciar negativamente no metabolismo lipídico hepático por 

ativar a DNL através das das vias: proteína cinase ativada por RNA (PKR) (PERK) / fator de 

iniciação da tradução eucariótica 2α (eIF2α) / fator de ativação da transcrição 4 (ATF4), e 
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limitando a formação e secreção de VLDL, via proteína cinase dependente de inositol 1 

(IRE1), induzindo ainda a resistência à insulina no tecido adiposo e hepático (139). 

O acúmulo ectópico de gordura no fígado aumenta a vulnerabilidade dos hepatócitos 

ao estresse celular, iniciando um processo inflamatório (140). Paralelamente, o estresse 

celular pode ser exacerbado pela inflamação induzida pela produção de mediadores como 

citocinas, hepatocinas, derivados lipídicos, conhecidos coletivamente como DAMPs (padrão 

molecular associado a danos) que sinalizam e contribuem para alterações sistêmicas (141); e 

ativação do receptor toll-like 4 (TLR4) nas células Kupffer, já que foi demonstrado que a 

frutose promove a síntese de ácidos graxos saturados, como o palmitato, que são capazes de 

ativar os receptores TLR4 no fígado (142) A ativação da via TLR4 / óxido nítrico sintase 

indutível (iNOS) / Fator de Transcrição Nuclear kappa B (NFκB) induz estresse oxidativo nos 

hepatócitos através da produção de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α pelas células 

Kupffer.  

Além do ERE promover ativação de vias que produzem efeito pró-inflamatório pela ativação 

da via dos fatores e transcrição Janus quinase (JNK), NF-κB, ligada à resistência hepática à insulina 

pelo aumento dos seus genes alvo TNF-α e IL-6 (143). Tanto as enzimas envolvidas na oxidação 

hepática dos lipídios quanto a via NF-κB são reguladas por alguns fatores de transcrição, a partir de 

mecanismos de transativação ou transrepressão gênica. Dentre esses fatores de transcrição destacam-se 

os PPARs (17, 144). 

 

Figura 4- Frutólise e os perigos diretos e indiretos 

 

Nota:  Os metabólitos do catabolismo da frutose e seus efeitos adversos agem nas funções dos tecidos e órgãos 

de forma direta e/ou indireta. A frutose é metabolizada principalmente no fígado, produzindo glicose, 
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lactato, triacilglicerol, ácido graxo livre, ácido úrico e MG, cujos altos níveis atuam como perigos 

indiretos, levando ao estresse oxidativo, inflamação crônica, disfunção endothelial, autofagia e aumento 

da permeabilidade intestinal, agravando ainda mais a DHGNA. Abreviações: metilglioxal (MG); 

lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL-TG). 

Fonte: A autora, 2021. 

 

 

1.5 Modelo experimental 

 

 

Apesar dos modelos animais apropriados serem cruciais no estudo da patogênese e 

terapia das doenças metabólicas, ainda não é claro que critério deve ser utilizado na definição 

do modelo animal “ideal”. Do ponto de vista científico e ético, a exigência mínima é a de que 

não apenas o fenótipo, mas também a patogênese da condição do animal se assemelhe à 

doença humana em estudo (145).  A dieta é também um dos fatores importantes na nutrição 

animal experimental.  A dieta rica em frutose é amplamente utilizada para avaliação de 

alterações metabólicas, inclusive hepáticas, em modelos animais da cepa C57Bl/6 (146-150), 

sendo seu uso crônico capaz de alterar o metabolismo de carboidratos, levando à 

hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia (85, 151), aumento da pressão arterial 

(152), sendo associada ao aumento da concentração sanguínea de IL-1β, IL-6, Interleucina 18 

(IL-18), TNF. Destaca-se também a diminuição das concentrações de adiponectina e a 

elevação de leptina plasmática (153). 

 

 

1.6 Receptores ativados por proliferadores de peroxissoma 

 

 

Os PPARs fazem parte da superfamília de receptores nucleares (RNs). A maior parte 

das células que compõe o organismo têm a capacidade de modificar padrões de expressão de 

genes em resposta a alterações extracelulares, o que gera influência na síntese proteica. O 

primeiro passo da expressão gênica é a transcrição, sendo esta uma importante etapa 

regulatória, visto que nessa fase que ocorre a indução ou inibição da expressão de 

determinado gene. Dessa forma, a maioria dos eventos regulatórios de produção de proteínas 

ocorre na iniciação da transcrição, podendo esta produção ser controlada ainda em outras 

etapas, como no processamento e transporte de RNA, tradução, degradação de RNAm e 

atividade proteica. Os RNs atuam diretamente no processo de transcrição, comandando a 



30 

 

expressão de genes-alvo que regulam inúmeros processos biológicos como reprodução, 

desenvolvimento e metabolismo geral (154, 155).  

Existem três diferentes isoformas de PPAR já descritas na literatura: PPAR-alfa, 

PPAR-beta/delta e PPAR-gama (156), codificados por genes distintos, expressos de forma 

diferente nos tecidos, com especificidade ligante e atividade regulatória metabólica distintas 

(157-160). O nome PPAR é devido ao fato da ativação de PPAR-alfa, o primeiro da classe 

dos receptores descoberto, promover a proliferação de peroxissomos em hepatócitos de 

roedores (161). Os peroxissomos são organelas responsáveis por reações de oxidação ligadas 

ao metabolismo energético e sua propagação resulta hepatomegalia e carcinogênese em 

roedores (162). 

Os PPARs são considerados sensores metabólicos, que de acordo com os sinais 

lipídicos atuam na expressão gênica promovendo ações relacionadas à homeostase lipídica e 

energética, especialmente na oxidação de ácidos graxos, diferenciação de adipócitos e 

sensibilidade à insulina (163, 164). Além das ações metabólicas têm sido demonstrados ainda 

importantes efeitos em processos fisiológicos como desenvolvimento e diferenciação celular, 

processos inflamatórios, entre outros (164, 165). 

Os RNs podem residir no citoplasma ou núcleo celular, e mostram diferenças com 

base na ausência de ligantes. Os PPARs estão localizados no citoplasma na ausência de 

ligante ou no núcleo, onde formam heterodímeros obrigatórios com RXR (receptor retinoico 

X) ligado ao DNA. Quando há presença de um ligante para PPAR, ocorre uma mudança de 

conformação no receptor, que causa a remoção de proteínas e recrutamento de coativadores 

que promovem a expressão gênica (166). 

 

 

1.6.1 Estrutura dos PPARS 

 

 

Do ponto de vista estrutural, os PPARs possuem organização comum representada por 

regiões e domínios funcionais A estrutura dos domínios são semelhantes entre os membros da 

família de receptores nucleares de reguladores de transcrição, e cada PPAR possui cinco 

diferentes domínios: 
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a)  uma região N-terminal, que possui função de ativação independente do ligante, 

composto pela região AF-1, sendo responsável pela interação com coativadores, 

correpressores, e outros fatores de transcrição; 

b) um domínio de ligação ao DNA (DBD, do inglês “DNA Bindind Domain”), que atua 

no reconhecimento a elementos responsivos ao PPAR; 

c) uma região de dobradiça, Hinge, que atua como uma ponte entre DBD e o próximo 

domínio; 

d) o domínio de interação a ligantes (LBD, do ingês “Ligand Binding Domain”), que 

apresenta um sítio de interação para agonistas e antagonistas, e possui também a 

função de transativação 2, também chamada de AF-2 (do inglês “Activation funcion 

2”); 

e)  por último tem domínio C terminal (160, 167). 

 

Com relação ao tamanho dos receptores, o comprimento e sequência de cada domínio 

variam entre os diferentes tipos de receptores nucleares. Junto à variação estrutural, também 

ocorrem variações de função. O PPAR-gama possui 468 resíduos de aminoácidos em sua 

estrutura, seguido do PPAR-alfa que possui 468, e do PPAR-beta/delta que possui 441 (168). 

A região DBD é a mais conservada entre os receptores nucleares.  

 

 

1.6.2 Mecanismo de ação 

 

 

Os PPARs podem exercer seus efeitos regulatórios sobre a transcrição gênica de três 

formas clássicas: 

 

a) transativação dependente do ligante,onde os PPARs podem ativar a transcrição 

de maneira dependente do ligante pela ligação direta do complexo 

heterodimerico PPAR-RXR ao elementos responsivos ao PPAR  (PPREs) nos 

genes alvos. Sendo este um  modelo classico de ação dos PPARS (169-171); 

b) repressão independente do ligante, onde o complexo PPAR-RXR pode se ligar 

ao elemento responsivo em genes-alvo na ausência de ligantes e recrutar 

complexos correpressores que medeiam a repressão ativa de genes; 
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c) transrepressão dependente do ligante, onde os PPARs reprimem a transcrição 

por antagonizar as ações de outros fatores de transcrição, tais como NF-kb e 

proteina ativadora 1 (AP-1) após a ligação do agonista (165, 172). Este 

mecanismo impossibilita a ativação de genes inflamatórios (173, 174). 

 

Diversas moléculas possuem a capacidade de ativar essa superfamília de receptores, 

principalmente os hormônios lipofílicos, ácidos graxos e seus metabólitos, ácidos biliares, 

oxiesteróis, e ligantes sintéticos (17, 175, 176).  

Cada isotipo do PPAR possui um padrão de expressão tecidual característico e regula 

um subconjunto de genes em vários tecidos que comumente regulam o metabolismo 

energético (177, 178). 

 

 

1.6.3 PPAR-alfa (α) 
 

 

É altamente expresso em tecidos com altas taxas catabólicas de ácidos graxos e alta 

atividade peroxissomal, sendo seu principal papel o de regulação da homeostase energética 

(179), promovendo a expressão de genes envolvidos na β-oxidação de ácidos graxos, 

absorção de ácidos graxos e catabolismo de triglicerídeos (179, 180). Os órgãos que possuem 

papel significante no catabolismo de ácidos graxos e apresentam ampla expressão de PPAR-

alfa são: tecido adiposo marrom, fígado, coração, rim e intestino (179, 181). Sua expressão 

também é detectada em muitas células vasculares como as células endoteliais, células 

musculares lisas, monócitos e macrófagos (182-184). 

Quando há ingestão excessiva de lipídios na dieta, a expressão hepática de PPAR-alfa 

diminui significativamente (185, 186), concordando com um número reduzido na densidade 

numérica das mitocôndrias hepáticas (186, 187). Está intimamente ligado à transcrição de 

genes relacionados à beta-oxidação hepática, como o CPT1a (188, 189). No fígado, em 

especial, é responsável por estimular a gliconeogênese, a síntese de corpos cetônicos, ativar o 

catabolismo dos ácidos graxos, e está envolvido no controle da montagem das lipoproteínas 

(190, 191). Também atua estimulando a síntese do heme e o catabolismo do colesterol. Além 

de atenuar a resposta inflamatória também exerce atividade anti-inflamatória por meio da 

redução da expressão das proteínas estimuladoras de ligação CCAAT alfa (CEBPα) e beta 

(CEBPβ) e do NF-κB (192) 

A ativação de PPAR-alfa aumenta a oxidação de ácidos graxos, além de aumentar a 

densidade mitocondrial por área de tecido hepático, acarretando a redução nos níveis 
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circulantes de triacilgliceróis, esteatose hepática e muscular, e diminuição da adiposidade. 

Esses desfechos promovem melhora da sensibilidade à insulina (193-195), sendo assim um 

alvo promissor para o combate da DHGNA (22, 23) e na proteção contra a sua progressão 

para a EHNA, já que a inflamação lobular hepática e a disfunção mitocondrial exercem papel 

ímpar (24, 25). 

 

1.6.4 PPAR-beta/delta (β/δ) 

 

 

Apesar de amplamente expresso, é o menos estudado dos PPARs, e suas funções não 

são completamente conhecidas. O que se sabe é que  ele é necessário ao desenvolvimento 

normal da placenta e do intestino, e também está envolvido no controle da homeostase 

energética pela estimulação de genes envolvidos no catabolismo de ácidos graxos e na 

termogênese adaptativa (196-199). Sua expressão é relativamente maior no encéfalo, tecido 

adiposo e pele  (178). 

Também possui um papel importante no controle da proliferação, diferenciação e 

sobrevivência celular, assim como no reparo tecidual (200, 201). No tecido hepático, participa 

da regulação das células de Kupffer, atuando como uma molécula anti-inflamatória, 

diminuindo a expressão de genes que codificam proteínas envolvidas nas vias inflamatórias; 

no músculo esquelético, desempenha um papel fundamental na regulação da oxidação de 

ácidos graxos em resposta ao exercício e na remodelação das miofibrilas, o que aumenta a 

capacidade oxidativa intrínseca sob treinamento físico (202, 203). No intestino, o PPAR-

beta/delta demonstrou suprimir a sinalização inflamatória na doença inflamatória intestinal 

por meio de um mecanismo de transrepressão independente de ligante (204). O PPAR-

beta/delta induz a FOXO-1 (do inglês Forkhead box protein O1), que pode regular a 

expressão de glicose 6-fosfatase (G6Pase) e PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinase), e 

pode ser uma possível abordagem para restaurar a via da gliconeogênese (205). 

 

 

1.6.5 PPAR-gama (γ) 

 

 

O PPAR-gama é predominantemente expresso no tecido adiposo branco (TAB) e 

marrom (TAM). Funcionalmente, é um regulador mestre da adipogênese e metabolismo 
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lipídico, atuando na diferenciação do tecido adiposo e na manutenção das funções específicas 

do adipócito, como o armazenamento de lipídios no TAB e a dissipação de energia no TAM. 

Além disso, ele é necessário à sobrevivência dos adipócitos diferenciados (206). Está 

envolvido no metabolismo da glicose através da melhora da sensibilidade à insulina (27, 179) 

e, assim, representa uma ligação molecular entre o metabolismo de carboidratos e lipídios 

(207, 208).  

Sua ativação crônica resulta em aumento da adiposidade e obesidade. O PPAR-gama 

também aumenta o armazenamento de lipídios e esterificação de triacilgliceróis nos 

adipócitos, aumentando a expressão de genes relacionados à absorção de ácidos graxos (27, 

209).  

Em contraste com o seu papel na diferenciação do TAB, o PPAR-gama controla a 

expressão de genes de biogênese mitocondrial e da via termogênica na diferenciação do 

TAM. Curiosamente, foi demonstrado que a ativação do PPAR-gama induz o escurecimento 

de TAB ativando a cascata SIRT1-PPAR-gama-PRDM16, o que resulta em aumento dos 

efeitos metabólicos benéficos adicionais no TAB, aumentando a queima de gordura em vez de 

armazenamento, diminuindo a resistência à insulina (202, 210). 

O PPAR-gama também estimula a secreção de adipocinas (proteínas derivadas de 

adipócitos, como a adiponectina) no TAB, o que contribui para aumentar a sensibilidade à 

insulina. Além disso, o PPAR-gama suprime a produção de citocinas (por exemplo, TNF-α e 

Il-1β) que promovem inflamação de baixo grau e resistência à insulina, aumentando assim a 

captação de glicose no tecido adiposo e diminuindo a resistência à insulina (211). Dessa 

forma, o PPAR-gama é um alvo importante para regular o metabolismo lipídico e combater a 

resistência à insulina em pacientes com DM2. 

É expresso em três isoformas: PPAR-gama1 e PPAR-gama2 e PPAR-gama3 (212, 

213). O PPAR-gama1 possui uma expressão ampla no intestino, encéfalo, células vasculares e 

tipos específicos de células imunes e inflamatórias (214, 215). O PPAR-gama2 é encontrado 

nos diferentes tecidos adiposos (216-218) e o PPAR-gama3 é encontrado nos macrófagos, 

intestino grosso e TAB (178, 213, 219). 

Quando há ingestão excessiva de lipídios na dieta há um aumento expressivo de 

PPAR-gama. Essas observações apresentam um quadro que predispõe à NAFLD porque o 

PPAR-gama está ligado à lipogênese a partir da expressão do gene alvo SREBP-1c, que como 

ja vimos anteriormente, está implicado na DNL. 

Cabe mencionar que pacientes com DHGNA exibem alta expressão de PPAR-gama no 

fígado, o que coincide com a superexpressão de SREBP-1c e a conseqüente lipogênese 
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hepática favorecida (20, 220), sendo a expressão aumentada de PPAR-gama uma 

característica do fígado esteatótico, estimulando a transcrição de proteínas lipogênicas, 

aumentando a síntese e o armazenamento de lipídios (20, 21). 

 

Figura 5- Ilustração do mecanismo de ativação de PPAR e principais efeitos fisiológicos da 

ativação das diferentes isoformas 

 

 

Fonte: (221). 

 

 

1.7 Agonistas PPARS como agentes terapêuticos 

 

Os receptores nucleares são alvos terapêuticos importantes no campo das pesquisas 

metabólicas, devido ao seu potencial terapêutico para atuar em desordens do metabolismo de 

lipídios e glicose, pela ligação desses fatores com o possível tratamento de doenças como 

diabetes, dislipidemia, aterosclerose, SM e doenças cardiovasculares (222).  

Os agonistas sintéticos de PPAR apresentam diferentes propriedades e especificidades 

para os receptores, com diferentes respostas. Um ponto importante é que os receptores PPAR 

tem uma capacidade aumentada quando comparado a outros receptores de se ligar a diferentes 

tipos de ligantes endógenos e sintéticos, mesmo que apresentem baixa afinidade (155, 156). 

Diferentes classes de ligantes sintéticos para PPAR têm sido desenvolvidas, bem como 

há uma constante busca por ligantes de origem natural capazes de interagir com esta família 
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de receptores nucleares (223) com propriedades agonistas e que sejam seletivas e atóxicas 

(224). 

 

 

1.7.1 Agonistas PPAR-alfa (α) 

 

 

Os agonistas naturais de PPAR-alfa contemplam diferentes tipos de ácidos graxos 

saturados e insaturados como ácido palmítico, oléico, linoleico, araquidônico, 

eicosapentaenóico (EPA) (156, 225), sendo os insaturados de maior afinidade do receptor 

(226). 

Os agonistas sintéticos incluem a classe dos fibratos, que são medicamentos 

amplamente usados no tratamento de hiperlipidemia, promovendo redução nos níveis de 

triacilgliceróis e aumento nos níveis de lipoproteína de alta densidade (HDLc, do inglês “high 

density lipoprotein”); além de contribuir para a redução da progressão aterosclerótica e 

eventos cardiovasculares, sendo essas ações mediadas pela ativação de PPAR-alfa (222).  

Apesar dos efeitos benéficos, seu uso é associado ao aumento dos níveis de creatinina sérica, 

o que o torna limitante para pacientes com doença renal crônica (227, 228). Além disso, sua 

administração a longo prazo induz carcinogênese hepática em roedores (204), fenômeno não 

visto em humanos (229). 

Os agonistas sintéticos de PPAR-alfa correspondem à genfibrozila, fenofibrato, 

clofibrato, ciprofibrato, sendo aprovados pelo Food and Drug Admistration (FDA) e 

disponíveis comercialmente para o tratamento de dislipidemia (157, 160, 230, 231). Têm 

demonstrado eficácia na redução de massa corporal, na resistência à insulina, nos níveis 

plasmáticos de triacilgliceróis, formação de adipócitos bege, redução significativa da 

esteatose hepática, e reversão do whitening no TAM (21, 22, 146, 232, 233). Além disso, 

aumento de HDLc, modificações no tamanho e na densidade de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL, do ingês “low density lipoprotein”) (234), e atividade antiinflamatória são 

frequentemente atribuídas ao uso de agonistas PPAR-alfa (235). 

 

 

1.7.2 Agonistas PPAR-beta/delta (β / δ) 

 

 

Assim como o PPAR-alfa, o PPAR-beta/delta também tem como agonistas ácidos 

graxos saturados e insaturados, como o ácido dihomo-gama-linolênico, prostaglandina A1 

(PGA1), prostaglandina D2 (PGD2), entre outros (156, 179).  



37 

 

Agonistas sintéticos como GW501516, GW0742 e L-1650 foram desenvolvidos e 

estão sendo avaliados para o tratamento de comorbidades resultantes na regulação do 

metabolismo de lipídios e da homeostase energética; na prevenção da hipertensão arterial; 

redução do remodelamento cardiovascular e da inflamação, melhora da função endotelial, 

redução do estresse oxidativo e da melhora da sinalização proliferativa (160, 236-238). 

Outros resultados mostraram ainda esses agonistas atuando no controle de mecanismos 

do reparo tecidual (239), controle da  progressão da lesão aterosclerótica em camundongos 

(240),  perda de peso (196). Além disso, os agonistas PPAR-beta/delta tem sido propostos 

como potentes sensibilizadores de insulina, uma vez que eles melhoram a intolerância à 

glicose (241, 242).  

Das três isoformas, o PPAR-beta é o único que não apresenta fármaco em uso clínico 

pela maioria dos agonistas estudados exibirem efeitos tumorigênicos (243, 244). 

 

 

1.7.3 Agonistas PPAR-gama (γ) 

 

 

O PPAR-gama também é ativado por ligantes endógenos, dentre eles os ácidos graxos, 

derivados de eicosanóides, e prostaglandinas (156, 179). O grupo químico das 

tiazolidenedionas (TZD) atuam como agonista PPAR-gama, como rosiglitazona, pioglitazona 

e troglitazona e se mostraram eficazes no aumento da sensibilidade à insulina nos tecidos-alvo 

e foram propostos clinicamente para o tratamento do DM2, que está associada à obesidade, 

hipertensão e dislipidemia (245, 246). A sensibilização insulínica pode ocorrer por meio de 

vários mecanismos, e um deles, acedita-se ser de ativação de PPAR-gama, estimulando a 

diferenciação de adipócitos e apoptose (247-251). 

Apesar dos efeitos benéficos, as TZDs podem promover efeitos colaterais 

clinicamente significantes, como ganho de peso em função do papel regulador do PPAR-gama 

na adipogênese (27, 209), edema, aumentando a retenção renal de sódio no nível de ducto 

coletor e permeabilidade vascular no tecido adiposo. Isso resulta em expansão do volume 

plasmático ou retenção de líquidos, levando ao aumento do risco de insuficiência cardíaca 

congestiva em pacientes diabéticos (252); efeitos hepatotóxicos; além do prejuízo no 

metabolismo ósseo (28, 224, 253, 254). Embora os TZDs sejam excelentes sensibilizadores de 

insulina, os efeitos adversos dos TZDs foram considerados pelos médicos superiores aos 

benéficos, o que resultou na restrição de seu uso para o tratamento de DM2 (27, 28, 179). 
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1.7.4 Agonistas duo PPAR-alfa/gama (α /γ) 

 

Os agonistas duo PPAR-alfa/gama também conhecidos como glitazares (muraglitazar, 

tesaglitazar, ragaglitazar) foram projetados para combinar os benefícios metabólicos da 

ativação do PPAR-alfa e PPAR-gama no tratamento da dislipidemia e do DM2 (235). Uma 

única opção que abrangesse uma ampla gama de doenças, incluindo hiperlipidemia e 

hiperglicemia seria bom, mas devido aos acentuados efeitos colaterais apresentados por 

grande parte desses fármacos que estavam sendo desenvolvidos, seus ensaios clinicos 

suspensos. Os principais efeitos associados a esses fármacos foram fraturas ósseas, 

insuficiência cardiaca, hemorragia gastrointestinal, ganho de peso e edema (255, 256). 

 Foi sugerido que os efeitos adversos atribuidos aos agonistas duo se devem à maior 

potência de ativação do receptor PPAR-gama, o que leva à sua ativação suprafisiológica em 

alguns tecidos e órgãos. Estão sendo desenvolvidos novos agonistas duos que apresentam os 

efeitos benéficos para o tratamento de diabetes (ativação parcial do PPAR-gama) e 

dislipidemia, prevenindo as complicações e os fatores de risco associados com ativação total 

do PPAR-gama.  

O amorfrutina B é um agonista pan-PPAR, derivado de fontes alimentares 

comestíveis, que mostra uma atividade agonística nas três isoformas dos PPARs, se ligando 

com baixa afinidade ao receptor PPAR-gama enquanto se liga aos receptores PPAR-alfa e 

PPAR-beta/delta com maior eficácia. Estudos pré-clínicos demonstraram que a amorfrutina B 

melhora a hiperlipidemia e melhora a sensibilidade à insulina em camundongos obesos 

induzidos por dieta e db/db, sem apresentar os principais efeitos adversos como ganho de peso 

corporal, retenção de líquidos e osteoblastogênese (257, 258). Além de melhorar a RI e 

diminuir a hiperlipidemia em camundongos db/db (259).  

Outros agonistas como o LT175 e o saroglitazar também são identificados como duo 

PPAR-alfa/gama. O LT175 reduziu lipídios séricos, glicose e adipogênese, bem como 

aumentou a sensibilidade à insulina em camundongos obesos induzidos por dieta (260), ao 

passo que o Saroglitazar foi aprimorado como um novo agonista duplo de PPAR-alfa/gama 

com maior preferência pela ativação do PPAR-alfa sobre o PPAR-gama, e é o primeiro 

glitazar aprovado no mercado, por enquanto somente na India, para o tratamento de DM2 e 

hiperlipidemia (261). 

Os ácidos graxos, ligantes endógenos para PPARs, expressam atividades agonistas em 

concentrações micromolares em comparação com agonistas sintéticos como a clássica 

Pioglitazona. O desenvolvimento de novos ligantes com ativação equilibrada dos diferentes 
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isotipos, agonismo parcial, menor potência, maior eficácia e segurança, é essencial para maior 

conhecimento das funções fisiológicas e fisiopatológicas moduladas pelos isotipos de PPAR, 

seus mecanismos e características farmacodinâmicas (262, 263). 

À luz do exposto, é de suma importância a descoberta de ligantes seletivos, que 

modulem parcialmente a ativação de PPAR-gama, com propriedades mais semelhantes a seus 

ácidos graxos endógenos, promovendo as atividades benéficas de sua ativação na redução da 

glicose e sensibilização insulínica, com redução dos efeitos secundários indesejados. Além 

disso, o desenvolvimento de agonistas duo (α/γ) para ativação simultânea de isotipos do 

receptor é de caráter promissor por possibilitar o tratamento de doenças metabólicas de 

maneira mais ampla, e com a vantagem dos agonistas parciais serem caracterizados como 

ativadores fracos, com menor potencial de ativação de curva dose-resposta, tendo o perfil de 

ativação balanceado e os efeitos adversos reduzidos quando comparado aos ocasionados pelo 

agonismo pleno e individual dos receptores (236, 237, 264). 

Nesse contexto, nosso colaborador Dr Luiz Romeiro, do Laboratório de 

Desenvolvimento de Inovações Terapêuticas (LADETER) da Universidade de Brasília, 

desenvolveu um estudo com derivados do cardanol saturado, com o objetivo de sintetizar e 

caracterizar novos compostos agonistas PPAR, visto que eles apresentaram perfil agonista 

parcial frente aos PPARs superior aos ácidos graxos saturados: cáprico, mirístico e esteárico.  

Adicionalmente, os derivados do cardanol modularam a expressão de importantes genes em 

hepatócitos primários e na diferenciação de pré-adipócitos com efeito reduzido comparado 

aos agonistas plenos. 

Desta forma, novos análogos derivados do cardanol foram planejados 

sinteticamente com arcabouço estrutural complementar aos resíduos de aminoácidos contidos 

nos PPARs, e notavelmente, o LDT409 foi identificado como um dos compostos LDT que 

mostrou melhor desempenho na atividade agonística parcial e pan-PPAR com afinidade 

equilibrada para PPAR-alfa e PPAR-gama em diferentes tecidos, quando comparado ao 

veículo e aos controles positivos agonistas de cada subtipo.  

 

1.8 Anacardium Occidentale (Cajueiro) 

 

 

Anacardium Occidentale é o nome científico da árvore popularmente conhecida como 

cajueiro, espécie mais importante da família Anacardiaceae, por ser a única cultivada em 

escala comercial em todo o mundo (265). 
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A família Anacardiaceae é composta por cerca de oitenta e dois gêneros e mais de 700 

espécies, mas representada principalmente por quatro gêneros, sendo um deles o Anacardium. 

Tal gênero apresenta um pequeno número de espécies dentre as em média quarenta 

conhecidas no Brasil, sendo quase todas elas originarias da América Central e do Sul (266). 

Os gêneros da Anacardiaceae mais estudados quimicamente se destacam pelo número 

de investigações sobre a composição química de suas espécies e atividades biológicas de seus 

extratos e metabólitos. Tais famílias produzem substâncias como triterpenóides, alcaloides, 

flavonóides, terpenos, esteroides, xantonas, e principalmente, lipídios fenólicos presentes em 

sua casca (267).  

O cajueiro é uma árvore historicamente nativa do Brasil, de acordo com a referência 

mais antiga conhecida sobre a planta (ilustração feita pelo monge naturalista francês André 

Thevet, em 1557). Possui troncos tortuosos, folhas glabras, flores masculinas e hermafroditas. 

Seu fruto, a castanha de caju, apresenta característica reniforme representando uma cultura 

perene. Seu pedúnculo é frequentemente confundido com o fruto, mas na verdade a parte 

superdesenvolvida de coloração variante entre amarelo e vermelho e muito apreciada pela 

suculência se trata do pseudofruto (268, 269) 

 

Figura 6- Primeira ilustração do Cajueiro, de André Thevet, 1558 

 

 

Fonte: (270) 
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O Brasil é um dos principais países produtores de caju, que constitui importante fonte 

de renda para o nordeste do País, associado tanto ao consumo de seu pseudofruto, como 

principalmente ao beneficiamento de seu fruto. Além do Brasil, são também produtores da 

castanha de caju o Vietnã, Índia e Nigéria (271, 272). 

A castanha de caju é constituída de três partes: casca, película e amêndoa. 

 A casca, que representa de 65% a 70% do peso da castanha, é constituída por um epicarpo 

coriáceo e mesocarpo esponjoso, cujos alvéolos são preenchidos por um líquido cáustico e 

inflamável, o líquido da casca da castanha (LCC) (273-275). A película, ou tegumento da 

amêndoa, que representa cerca de 3% do peso da castanha, é rica em taninos (276). A 

amêndoa, que é a parte comestível da castanha, formada por dois cotilédones de cor marfim, 

representa cerca de 38% a 30% do seu peso, porém no processo industrial o rendimento 

médio é de 50-55% (277). 

 

 

Figura 7- Pseudofruto e fruto da Anacardium Occiedentale e partes constituintes do fruto 

(castanha do caju) 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2021 
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1.9 Líquido da casca da castanha de caju 

 

 

O líquido da casca da castanha de caju (LCC ou CNSL, do inglês Cashew nutshell 

liquid), é um subproduto residual da indústria da castanha de caju e representa cerca de 18-

27% do peso total da castanha. É constituido por um líquido marrom escuro, viscoso, acre e 

cáustico, considerado uma importante fonte de lipídios fenólicos não isoprenóides, 

caracterizados por apresentarem um anel aromático com pelo menos um grupo fenólico, e 

uma cadeia lateral com quinze carbonos, a qual pode ser saturada ou conter no máximo três 

insaturações, e que representam misturas de ácidos anacárdicos, caranóis,  cardois  e traços de 

metilcardois (271, 273, 278-280). 

O LCC é considerado um dos subprodutos do agronegócio do caju e tem se tornado de 

grande interesse em diversas áreas, inclusive industriais e de saúde (271). O processo de 

beneficiamento da castanha do caju leva à obtenção de cerca de 45 mil toneladas de LCC 

técnico por ano como subproduto (273). As possibilidades de exploração desta matéria-prima 

são diversas, porém concentradas em segmentos de baixo valor agregado, sendo vendido a 

preços irrisórios (281) 

Seus constituintes isolados ou derivados sintéticos têm apresentado diferentes perfis de 

atividades biológicas como atividade antimicrobiana, antitumoral e antioxidante; porém 

demonstra alto nível de toxicidade, o que limita sua aplicação sem modificações estruturais 

que minimizem estes efeitos adversos (282-284).  

O método de extração reflete na composição dos constituintes do LCC  (285) que 

fornece basicamente dois extratos brutos: o LCC natural, obtido por extração à frio, solvente 

ou processo mecânico; e o LCC técnico, obtido em temperaturas acima de 190ºC com 

descarboxilação da mistura de ácidos anacárdicos e conversão em mistura de cardanóis (273, 

285-287). 

O LCC técnico é constituído majoritariamente pelo cardanol, que por suas 

características físico-quimicas e presença de cadeia alquílica hidrofóbica com diferentes graus 

de insaturação, assim como pelo anel fenólico, que permite inúmeras funcionalizações, sendo 

matéria prima biodegradável e renovável (273, 288). 

Segundo Grygiel-Górniak (2014), existem três elementos essenciais para a ativação de 

PPAR, sendo eles: presença de grupo polar, região de ligação e cadeia hidrofóbica. E esses 

elementos estruturais são encontrados nos lipídios fenólicos isolados do LCC (289). Além 
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disso, os ácidos graxos de cadeia longa interagem com os três tipos de PPAR, exibindo 

elevada afinidade para PPAR-alfa (290, 291). 

Em 2018, Ferreira utilizou uma mistura de cardanóis como matéria prima para 

planejamento, síntese e caracterização de candidatos a agonistas PPARs humanos planejados 

com arcabouço estrutural complementar aos resíduos de aminoácidos contidos nos PPARs, 

contendo grupo polar e da cadeia hidrofóbica junto ao grupo aromático que fornece interações 

adicionais, sob a hipótese e que pudessem atuar de forma similar aos ácidos graxos 

moduladores de PPAR, devido a sua estrutura química e com a expectativa de que 

apresentassem redução dos efeitos adversos. Ao longo de seus trabalhos de mestrado e 

doutorado in vitro, dos quinze compostos iniciais, ao final destacaram-se dois derivados com 

atividades agonistas parciais sobre PPAR-alfa e PPAR-gama, sendo um deles o LDT409, que 

notavelmente foi identificado como um dos compostos LDT que mostraram atividade 

agonística pan-PPAR com afinidade equilibrada para PPAR-alfa e PPAR-gama em diferentes 

tecidos, quando comparado ao veículo e aos controles positivos agonistas de cada subtipo 

(221). 

 

 

1.10 LDT 409 

 

 

Ensaios em hepatócitos primários desenvolvidos por Ferreira (2018) demonstraram a 

capacidade dos derivados alvo e das misturas de compostos em regular a expressão de 

transcritos de DNA complementar de genes responsáveis pela oxidação (Fgf21, Cpt1 e Pdk4) 

e captação (Fabp1 e Cd36) de ácidos graxos no fígado, os quais são efeitos mediados pela 

ativação de PPAR-alfa e importantes para a regulação do metabolismo lipídico. Por sua vez, 

ensaios em pré-adipócitos resultaram na expressão de transcritos de cDNA de marcadores da 

diferenciação de adipócitos (Ap2, Ldp, Cd36 e adiponectina), evidenciando papel na 

adipogênese pela ativação de PPAR-gama no tecido adiposo (221). 

Os trabalhos in vivo com LDT409 tiveram início em 2018, dando contituidade ao 

trabalho anterior in vitro, onde os estudos biológicos haviam sido realizados englobando 

ensaio sobre a transcrição de PPAR em zebrafish. Sahin conduziu estudos na Universidade de 

Toronto utilizando um modelo de diabetes induzido por dieta hiperlipídica, onde determinou a 

atividade do LDT409 e seus efeitos adversos usando como controle positivo a rosiglitazona, 

um agonista clássico do PPAR-gama (292). 
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Em resumo, foi realizada uma triagem para determinar se os compostos LDTs teriam 

atividade em PPARs de camundongo em comparação com PPARs de humanos. Com isso, foi 

feito um levantamento de todos os LDTs caracterizados em relação ao PPAR humano e uma 

pesquisa sobre os agonistas existentes até o momento do estudo. Surpreendentemente, foi 

identificado que o LDT409 tinha afinidade de ligação igual entre PPAR-alfa e PPAR-gama 

humanos, com afinidade de ligação reduzida para PPAR-beta (292). 

Após alguns testes como a capacidade para induzir genes alvo PPAR-alfa e PPAR-

gama em hepatócitos primários de camundongo, o LDT409 teve um desempenho melhor que 

o WY14643 (agonista purificado do PPAR-alfa); e ativou genes envolvidos na sensibilização 

à insulina em adipócitos 3T3-L1 de camundongos de forma mais eficaz em relação à 

rosiglitazona (agonista PPAR-gama). Sendo assim, LDT409 foi selecionado como o 

composto de partida para o estudo in vivo, uma vez que tinha atividade agonística e afinidades 

balanceadas para as isoformas PPAR-alfa e PPAR-gama (292).  

Neste primeiro trabalho, o tratamento com LDT409 em camundongos com obesidade 

induzida por dieta (DIO) causou diminuição da ingestão alimentar e da massa corporal, das 

concentrações de triacilgliceróis e insulina plasmáticos, além de aliviar a resistência à 

insulina. Induziu ainda potentemente os níveis circulantes de FGF21, evitou a formação de 

grandes gotículas de lipídios e propiciou a diminuição dos níveis de triacilgliceróis e 

colesterol hepáticos. Com relação à expressão gênica, os genes de oxidação e absorção de 

ácidos graxos foram aumentados pelo LDT409; que diminuiu a expressão dos genes 

gliconeogênicos Pgc1-alfa e Pepck nos animais obesos tratados, inibindo também a expressão 

de genes inflamatórios TNF-a, Il-1b e Cd68 (292). 

O LDT409 ainda induziu o escurecimento do TAM, sendo observado um aumento na 

expressão de Ucp1 em TAB com tratamento, além de aumento da expressão do indutor de 

browning Prdm16 e do gene de sensibilização à insulina. Foi investigado também os efeitos 

do LDT409 em marcadores de função e metabolismo cardíacos, pois os agonistas PPAR-

gama, PPAR-alfa, ou duo-PPAR aumentam o risco de insuficiência cardíaca em pacientes 

diabéticos (He et al., 2014; Motani et al., 2009), mas foi visto que Bnp não foi alterado com o 

tratamento com LDT, além de não ter sido encontrado diferença no peso do coração. 

Estes achados sugerem que o LDT409 ativa os receptores PPAR-alfa e PPAR-gama 

em vários tecidos, incluindo tecido adiposo e fígado, contribuindo assim para o aumento da 

oxidação de ácidos graxos no fígado e no TAM ao regular positivamente os genes de PPAR-

alfa. Apesar dos estudos ainda estarem em desenvolvimento, os dados até o momento 

sugerem que o LDT409 seria uma terapia eficaz para tratar doenças metabólicas com 
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potencial menos efeitos adversos em comparação com o agonista PPAR-gama atualmente 

disponível, Rosiglitazona, que foi utilizado como controle positivo em todas as análises 

realizadas. 

Mais recentemente, Sá avaliou atividade de dois compostos LDT, sendo um deles o 

409, em um modelo de infecção celular in vitro induzido por Plasmodium berghei ANKA, 

visando identificar possíveis efeitos imunomodulador/anti-inflamatório. O LDT409 não 

mostrou toxicidade mesmo na maior concentração avaliada e reduziu biologicamente o 

estresse oxidativo provocado pelas EROS e óxido nitrico nos macrófagos J774, induzido pelo 

parasito (293). 

Contudo, não há relatos dos efeitos do LDT409 sobre o tratamento da DGHNA ou 

sobre um possível papel protetor na progressão DHGNA-EHNA em animais alimentados com 

dieta rica em frutose. Ressalta-se o caráter inovador e o amplo potencial translacional desse 

projeto, uma vez que o LDT409 é extraído de uma porção que geralmente é descartada da 

castanha do caju, produto produzido em larga escala no país. Considerando que mudanças no 

estilo de vida nem sempre conseguem reverter os danos hepáticos causados pela obesidade e 

suas comorbidades, o uso de fármacos adjuvantes é indicado. Nesse contexto, a ativação dos 

PPARs emerge como uma proposta pertinente para tratar a DHGNA a partir da modulação de 

diversas rotas metabólicas alteradas (Evans, Barish et al. 2004, Detlef Schuppan 2013). 

Sendo assim, hipotetizamos que o tratamento com LDT409 pode tratar a DHGNA e 

evitar a sua progressão para a EHNA em animais alimentados com dieta rica em frutose pela 

conjugação dos efeitos da ativação do PPAR-alfa no aumento da beta-oxidação com os 

benefícios da ativação parcial do PPAR-gama na redução da inflamação hepática e controle 

da RI. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar os efeitos do LDT409 sobre o remodelamento estrutural hepático, com ênfase 

no metabolismo energético e estresse do retículo endoplasmático hepático em camundongos 

alimentados com dieta rica em frutose. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

a) induzir DGHNA a partir do consumo crônico de dieta rica em frutose em 

camundongos C57BL/6;  

b) avaliar os efeitos do tratamento com agonista duo LDT409 sobre a massa 

corporal, ingestão alimentar e níveis plasmáticos de insulina; 

c) estudar os efeitos do tratamento agonista duo LDT409 sobre o acúmulo de 

gordura intra-abdominal, triacilglicerol e colesterol plasmáticos e 

hepáticos; 

d) determinar a expressão gênica (PCR) de fatores implicados na beta-

oxidação, lipogênese, gliconeogênese, estabilidade da gotícula de gordura e 

ERE hepático no fígado dos animais tratados com LDT-409; 

e) determinar a expressão gênica (PCR) de fatores implicados na ativação das 

células estreladas hepáticas e produtos da sua ativação no fígado dos 

animais tratados com LDT-409 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e dieta 

 

 

Os procedimentos foram realizados de acordo com os guias convencionais para 

experimentação em animais (Publicação número 85-23 do NIH, revisada em 1996), além de 

seguirem as normas impostas a nível nacional e internacional e serem aprovados pelo Comitê 

de Ética para Experimentação Animal local (Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes) 

sob o protocolo CEUA/042/2018. 

Trinta e dois camundongos C57BL/6 machos foram obtidos do biotério central da 

Universidade Federal Fluminense (UFF) e mantidos no Laboratório de Morfometria, 

Metabolismo e Doenças Cardiovasculares (LMMC) em condições controladas de 

temperatura, umidade e luminosidade (21± 2ºC, umidade 60±10%, ciclo claro-escuro 12:12h), 

com livre acesso à alimentação e à água, em caixas “pathogen-free” durante todo o 

experimento (sistema Nexgen, Allentown Inc., PA, EUA). 

Com três meses de idade, os camundongos foram aleatoriamente divididos em dois 

grupos nutricionais por 10 semanas: grupo controle (C, n=16), alimentado com dieta padrão 

para roedores (14% da energia advinda de proteínas, 10% de lipídios e 76% de carboidratos; 

energia total de 15,88 kJ/g); e grupo high frutose (HFRU, high-fructose, n=16, alimentado 

com uma dieta com excesso de frutose (14% da energia advinda de proteínas; 50% de frutose; 

10% de lipídios e 26% de carboidrato; energia total de 15,88 kJ/g). As dietas foram 

produzidas pela empresa Prag soluções (Jaú-SP, Brasil) de acordo com as recomendações da 

AIN-93M para roedores (294).  

Após as primeiras dez semanas de indução às alterações metabólicas, os animais 

foram subdivididos em quatro novos grupos aleatoriamente para início do tratamento que 

perdurou 5 semanas, sendo eles: 

a) Grupo controle (C, n=8, sendo 4 animais por caixa), dieta controle ao 

longo de todo experimento, sem tratamento; 

b) Grupo controle + LDT409 (C-LDT, n=8, sendo 4 animais por caixa), 

dieta controle, tratado com LDT409; 
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c) Grupo high-frutose (HFRU, n=8, sendo 4 animais por caixa), dieta rica 

em frutose ao longo de todo experimento, sem tratamento; 

d) Grupo high-frutose + LDT409 (HFRU-LDT, n=8, sendo 4 animais por 

caixa), dieta rica em frutose, tratado com LDT409. 

 

O LDT409 foi incorporado nas respectivas dietas na dose de 40 mg/kg de massa 

corporal. O agonista duo PPAR-alfa/gama LDT409 foi fornecido pelo pesquisador Luiz 

Antônio Soares Romeiro do departamento de Farmácia da Faculdade de Ciências da Saúde da 

Universidade de Brasília. 

 

Figura 8- Desenho experimental 

 
 
Legenda: Controle (C); Controle tratado com LDT-409 (C-LDT); High frutose (HFRU) e High frutose  Tratado 

com  LDT (HFRU-LDT)  

Nota: Esquema representativo dos grupos experimentais. 
Fonte: A autora, 2021. 

 

É importante ressaltar que o conteúdo de vitaminas e minerais de ambas as dietas eram 

idênticos e estavam de acordo com as recomendações do Instituto Americano de Nutrição, 

sendo ministrada a dieta AIN 93M (294) para o período de manutenção dos animais a partir 

dos três meses de idade. As dietas experimentais encontram-se na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Composição nutricional das dietas experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota:  Composição nutricional das dietas controle e high frutoset. 

Fonte: A autora, 2021. 

 

 3.2 Massa Corporal, ingestão alimentar e ingestão energética 

 

 

Durante todo o período experimental, a MC dos animais foi mensurada semanalmente 

em balança de precisão 0,01 g (BL-3200H). A ingestão alimentar foi obtida diariamente 

durante todo o protocolo experimental, através da subtração entre as quantidades de ração 

ofertada e ração não consumida após 24 horas (em gramas). A ingestão energética foi 

realizada através da ingestão em gramatura multiplicada pela energia expressa em 

Nutrientes 
Dietas 

Controle HFRU 

Caseína 140,0 140,0 

Amido de milho 620,7 146,4 

Sacarose  100,0 100,0 

Frutose --- 474,3 

Banha de porco --- --- 

Óleo de soja 40,0 40,0 

Fibra  50,0 50,0 

Mix de vitaminas  10,0 10,0 

Mix de minerais 35,0 35,0 

Cistina 1,8 1,8 

Colina 2,5 2,5 

Antioxidante  0,008 0,008 

Total (g) 1000 1000 

Energia (Kcal) 3802,8 3802,8 

Carboidrato  

(%, energia)  

76 
26 

Frutose  

(%, energia) 

--- 
50 

Proteína  

(%, energia) 

14 
14 

Lipídios  

(%, energia) 

10 
10 
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quilocalorias da respectiva dieta, o valor obtido em quilocalorias é convertido para 

quilojoules, medida universal. 

 

 

3.3 Eutanásia 

 

 

Após 15 semanas de protocolo experimental, os animais foram submetidos a jejum de 

seis horas e, após administração de heparina, foram anestesiados com cetamina, 240 mg/kg e 

xilazina 30 mg/kg. Em seguida, o tórax foi aberto por incisão mediana ventral e amostras de 

sangue foram coletadas por punção cardíaca do átrio direito; as quais foram destinadas à 

centrifugação (1370 g, por 15 minutos) e congelamento (-80°C) para posteriores análises 

bioquímicas. A glicemia de jejum foi determinada com uma gota da amostra de sangue em 

glicosímetro (Accu-chek Performa, Roche, Basileia, Suíça). O fígado foi cuidadosamente 

dissecado, pesado e fixado em formalina de Millonig (para técnica de microscopia de luz) ou 

congelado (-80°C, para análises moleculares).  

 

 

3.4 Análises Bioquímicas  e FIRI 

 

 

Após a coleta de sangue, o plasma foi separado por centrifugação (1370 g por 15 

minutos) e estocado em freezer -80°C até a realização das análises. As concentrações 

plasmáticas de insulina foram analisadas em duplicata com kits de ensaio imunoenzimático 

comercialmente disponíveis (Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat. #EZRMI-13K), usando o 

equipamento Fluostar Omega (BMG LABTECH GmbH, Alemanha). As concentrações 

plasmáticas de colesterol total (CT) e triacilglicerol total (TT), foram medidas por 

espectrofotômetro semiautomático usando um kit de métodos enzimáticos com base nas 

instruções do fabricante (Biogen System, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil - K083 / 

K117-2 / K082). Os níveis de triacilgliceróis e colesterol hepáticos foram medidos em 

amostras de fígado congeladas. Resumidamente, o tecido foi colocado num processador ultra-

sônico com 1 mL de isopropanol e o homogeneizado centrifugado a 2000 g. O sobrenadante 

(5 μL) foi analisado utilizando o kit comercial disponível para colesterol e triacilglicerol 

(Bioclin, Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil) (295). Os dados de glicemia e insulinemia de 
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jejum foram utilizados para calcular o FIRI (Fasting Insulin Resistance index), utilizando a 

fórmula: insulina de jejum (um/L) x glicemia de jejum (mmol/L) / 25 (296). 

Uma semana antes do sacrifício, os animais seguiram um protocolo de 48 horas (com 

livre acesso à dieta e à água) no sistema de Oxylet (Panlab/ Harvard, Barcelona, Spain), sendo 

as primeiras 24 horas descartadas como tempo de aclimatação (297). Este sistema monitora o 

consumo de oxigênio (VO2), a produção de gás carbônico (VCO2) e a taxa de troca 

respiratória, tendo os dados coletados a cada três minutos. O quociente respiratório (QR) foi 

calculado pela razão entre a VCO2 e o consumo de oxigênio VO2. 

 

 

3.5 Microscopia de luz 

 

 

Fragmentos do fígado foram fixados por imersão em formaldeído e posteriormente 

desidratados, diafanizados, incluídos em paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), cortados com 5 µm de espessura, e corados com hematoxilina e eosina. Diversos 

cortes foram obtidos de cada fragmento do órgão. As imagens digitais foram obtidas no 

microscópio de luz (Olympus BX51, Olympus America Inc., Miami, EUA) no formato TIFF, 

cor de 36 bits, 1280 × 1024 pixels. As imagens obtidas foram representativas dos quatro 

grupos experimentais. 

 

 

3.6 PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) 

 

 

Foi realizada a reação em cadeia de polimerase e transcriptase reversa em tempo real 

(RT-qPCR) para avaliar a expressão de mRNA dos genes relacionados ao metabolismo 

energético hepático, estresse do retículo endoplasmático e ativação das células estreladas 

hepáticas de camundongos. O RNA hepático total foi extraído utilizando uma solução de lise - 

Trizol (Invitrogen, CA, EUA) para extrair e isolar o RNAm. A concentração de RNA foi 

determinada por espectroscopia usando o equipamento Nanovue (GE Life Sciences) usando 1 

ug de RNA e DNAse I (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando oligonucleótideos 

Oligo (dT) para RNAm e transcritase-reversa Superscript III (Invitrogen, CA, EUA). O PCR 

em tempo real foi realizado utilizando o termociclador Biorad CFX96 e a mistura SYBR 
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Green (Invitrogen, CA, EUA). Os iniciadores foram projetados usando o software on-line 

Primer 3web versão 4.0. O gene beta-actina foi utilizado como um controle endógeno para 

corrigir a expressão dos genes alvo. A eficiência da corrida dos genes alvo e do gene 

endógeno foi aproximadamente igual, sendo calculada por diluições em série do cDNA. As 

reações de PCR foram realizadas seguindo um programa de desnaturação e ativação da 

polimerase (4min a 95° C), com 44 ciclos, cada um consistindo de 95°C para 10s e 60°C por 

15s, seguido de uma curva de fusão (60 a 95°C, com aquecimento taxa de 0,1°C / s). Os 

controles negativos consistiam em poços em que o cDNA foi substituído por água deionizada. 

A razão de expressão relativa (QR) do mRNA foi calculada pela equação 2-ΔΔCt, onde ΔCT 

expressou a diferença entre o número de ciclos (TC) dos genes alvo e o controle endógeno. As 

sequências de primers sensíveis e anti-sentido utilizadas para amplificação estão descritas na 

Tabela 2. Ao longo do texto, os genes serão descritos com a primeira letra maiúscula e em 

itálico e as proteínas com siglas em letras maiúsculas, conforme padronizado 

internacionalmente (298). 

 

Tabela 2- Detalhamento dos primers utilizados 

Primers Forward Reverse 

Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC ACCCATGAGGTTTCAC 

Beta-

actina 
TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCA 

Chop CTGCCTTTCACCTTGGAGAC 
CGTTTCCTGGGGATGAT

TA 

Coll1a1 TAGGCCATTGTGTATGCAGC 
ACATGTTCAGCTTTGTG

GACC 

Cidec AGCTAGCCCTTTCCCAGAAG 
TAGAGGGTTGCCTTCA

CGTT 

Cpt1a GCAGAGCACGGCAAAATGA 
GGCTTTCGACCCGAGA

AGAC 

Faz TCGAGGAAGGCACTACACCT 
CACCCACTGGAAGCTG

GTAT 

G6pase AGCAGTTCCCTGTCACCTGT 
TGGCTTTTTCTTTCCTC

GAA 

Gadd45 
GCGAGAACGACATCAACAT

C 

GTTCGTCACCAGCACA

CAGT 
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Fonte: A autora, 2021 

 

3.7 Análise estatística  

 

 

Os dados foram expressos como média e desvio padrão e analisados por teste t com 

correção de Welch nas primeiras dez semanas (dois grupos: C e HF) e por ANOVA com teste 

de Brown-Forsythe e Welch e pós-teste Dunnett T3 no período de tratamento (quatro grupos: 

C, CT, HF e HFT), pois não se assumiu a homocedasticidade entre os grupos (299). Em todos 

os casos, foi utilizado o índice de significância com P<0,05 (GraphPadPrism, versão 8.3, CA, 

EUA). 

O two-way ANOVA foi utilizado para determinar a influência isolada da dieta high-

frutose ou do tratamento proposto com o LDT409, bem como possíveis interações de dieta e 

tratamento sobre os desfechos avaliados. 

 

Pdgrf- 

beta 
TGCCTCAGCCAAATGTCACC 

TGCTCACCACCTCGTAT

TCC 

Ppar-alfa TCGGACTCGGTCTTCTTGAT 
TCTTCCCAAAGCTCCTT

CAA 

Ppar- 

gama 
ACGATCTGCCTGAGGTCTGT 

CATCGAGGACATCCAA

GACA 

Pepck TGACAGACTCGCCCTATGTG 
TGCAGGCACTTGATGA

ACTC 

Smad3 
GTCAACAAGTGGTGGCGTGT

G 

GCAGCAAAGGCTTCTG

GGATAA 

Srebp-1c 
AGCAGCCCCTAGAACAAAC

A 

TCTGCCTTGATGAAGTG

TGG 

Tgf-beta ACTGGAGTTGTACGGCAGTG 
GGCTGATCCCGTTGATT

TCC 

Atf4 CCGAGATGAGCTTCCTGAAC 
ACCCATGAGGTTTCAA

GTGC 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Comportamento alimentar e massa corporal 

 

 

O grupo C e HFRU iniciaram o experimento (semana 0) sem diferença estatística 

significativa de MC. Após duas semanas de ingestão de dieta rica em frutose, o grupo HFRU 

apresentou aumento da massa corporal quando comparado ao grupo C (+4%, P=0,0017, 

Figura 9A). Este aumento perdurou ao longo de todo experimento até a semana anterior ao 

início do tratamento. O tratamento começou a mostrar diferenças entre os grupos na primeira 

semana de administração do LDT409. A partir de então, e seguindo até o final do 

experimento, o grupo C-LDT e HFRU-LDT tiveram redução da massa corporal significativa 

em relação às suas contrapartes não tratadas (-7%, para C-LDT vs. C, P<0,0001; -9%, para 

HFRU-LDT vs. HFRU, P<0,0001, Figura 9A).  

 

 

Figura 9- Evolução da massa corporal e ingestão hídrica 

 

Nota: Evolução semanal da massa corporal (A); Ingestão hídrica (B). Dados testados pelo one-way ANOVA 

com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 8). As diferenças 

significativas (P<0,05) são indicadas: a ≠ C; b ≠ C-LDT; c ≠ HFRU. 

Legenda: Dieta controle (C);  dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT). 

Fonte: A autora, 2021 

 

 

Além disso, não houve diferença quanto à ingestão alimentar entre os grupos durante 

todo o experimento (Tabela 3). Esta observação exclui a necessidade de grupos de 
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alimentação pair-feeding para isolar os efeitos da redução do consumo de energia sobre os 

resultados analisados. Convertendo a gramatura ingerida para a energia que as dietas 

fornecem, com base em sua densidade energética (dieta padrão e rica em frutose, 15,88 kJ/g), 

obteve-se que os grupos não apresentaram diferença na ingestão energética quando 

comparado a sua contraparte, devido às dietas serem isoenergéticas. A ingestão hídrica foi 

maior no grupo HFRU quando comparado ao grupo C (+93%, P=0,0001, Figura 9B e Tabela 

3), e o tratamento não foi capaz de normalizar o consumo, visto que a própria palatabilidade 

da dieta rica em frutose faz com que aumente a ingestão hídrica 

 

Tabela 3 - Comportamento Alimentar 

Nota: Valores representados como média ± DP, n=8 por grupo. Diferenças significativas entre os grupos 

estão indicadas com os símbolos (P<0,05): a ≠ C; b ≠ C-LDT; c ≠ HFRU. Conforme determinado pelo 

one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3. 

Fonte: A autora, 2021.  

 

 

4.2 Distribuição de gordura 

 

 

A distribuição de gordura entre os diferentes compartimentos mostrou que o grupo 

HFRU apresentou maior acúmulo de gordura intra-abdominal que o grupo C (+9%, 

P=0,0008, Tabela 4), enquanto os grupos C-LDT e HFRU-LDT apresentaram-se reduzidos 

quando comparados a suas contrapartes não tratadas (-14%, para C-LDT vs. C, P<0,0001; -

29%, para HFRU-LDT vs. HFRU, P<0,0001, Tabela 4). Com relação à gordura subcutânea, o 

grupo HFRU apresentou um aumento significativo quando comparado ao grupo C (+14%, 

P=0,0006, Tabela 4), enquanto o tratamento reduziu significativamente o acúmulo de gordura 

subcutânea no grupo HFRU-LDT quando comparado ao grupo HFRU (-17%, P=<0,0001, 

Tabela 4). A gordura marrom se mostrou maior nos grupos C-LDT e HFRU-LDT quando 

Dados C C-LDT HFRU HFRU-LDT 

Ingestão 

alimentar (g/dia/animal) 
2,77 

± 0,06 

2,78 ± 

0,04 

2,79 ± 

0,06 
2,77 ± 0,03 

Ingestão 

energética (kJ/dia/animal) 
44,23 

± 1,02 

44,27 

± 0,72 

44,43 ± 

1,06 

44,15 ± 

0,48 

Ingestão  

hídrica (mldia/animal) 
3,09 

± 0,38 

2,88 ± 

0,48 

5,97 ± 

0,93 a,b 

4,85 ± 0,33 

a,b 
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comparados as suas contrapartes (+17%, para C-LDT vs. C, P<0,0001; +24%, para HFRU-

LDT vs. HFRU, P=0,0002, Tabela 4). Estes dados mostram que o tratamento proposto foi 

eficaz em reduzir os depósitos adiposo intra-abdominal e subcutâneo e de aumentar a massa 

da gordura marrom, mesmo com a continuação da ingestão excessiva de frutose na dieta 

HFRU pelo grupo HFRU-LDT. 

 

Tabela 4 – Distribuição de gordura 

Nota: Valores representados como média ± DP, n=8 por grupo. Diferenças significativas entre os grupos 

estão indicadas com os símbolos (P<0,05): a ≠ C; b ≠ C-LDT; c ≠ HFRU. Conforme determinado pelo 

one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 

Fonte: A autora, 2021 

 

4.3 Dosagens bioquímicas 

 

 

Os grupos não apresentam diferença quanto à glicemia de jejum (Figura 10A). 

Contudo, o grupo HF apresentou hiperinsulinemia (+114%, P<0,0001, Figura 10B) quando 

comparado ao grupo C. O tratamento resgatou completamente as concentrações de insulina no 

grupo HFRU-LDT que foi marcadamente inferior ao grupo HFRU (-51%, P<0,0001, Figura 

10B) e sem diferença significativa para o grupo C.  

Em concordância com os resultados anteriores, o grupo HFRU apresentou resistência à 

insulina aferida pelo aumento significativo do FIRI em comparação ao grupo C (+145%, 

P<0,0001, Figura 10C). O tratamento contornou a resistência à insulina, uma vez que o grupo 

HFRU-LDT apresentou redução significativa do FIRI (-59%, P<0,0001, Figura 10C) quando 

comparado ao grupo HFRU e sem diferença com relação ao grupo C. 

 

 

Dados C C-LDT HFRU HFRU-LDT 

Massa do tecido 

adiposo branco 

subcutâneo (g) 

0,25 

± 0,01 

0,23 ± 

0,01 

0,28 ± 

0,00 a,b 

0,23 ± 

0,01c 

Massa do tecido 

adiposo epididimário (g) 
0,73 

± 0,01 

0,63 ± 

0,01 a 

0,80 ± 

0,02 a,b 

   0,56 ± 

0,01 a,b,c 

Massa do tecido 

adiposo marrom (g) 
0,74 

± 0,001 

0,08 ± 

0,002 a 

0,06 ± 

0,005 b 

  0,08 ± 

0,003 a,c 
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Figura 10 - Glicemia de Jejum, insulina plasmática e FIRI 

 

 

Nota: Glicemia de jejum (A); Insulina de jejum (B); FIRI (C). Dados testados pelo one-way ANOVA com teste 

de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 5). As diferenças significativas 

(P<0,05) são indicadas: a ≠ C; b ≠ C-LDT; c ≠ HFRU.  

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); Fasting insulin resistance  index (FIRI) 

Fonte: A autora, 2011 

 

No que diz respeito aos resultados dos triacilgliceróis e colesterol plasmáticos, o grupo 

HFRU apresentou aumento em relação ao grupo C (+30%, P<0,0001; +13%, P<0,0001, 

respectivamente, Figuras 10 A e 10B). No entanto, o LDT409 diminuiu eficientemente ambos 

os parâmetros nos grupos C-LDT e HFRU-LDT quando comparados com suas contrapartes 

não tratadas: triacilgliceróis (-8%, para C-LDT vs. C, P=0,0002; -18%, para HFRU-LDT vs. 

HFRU, P<0,0001, Figura 11A); e colesterol plasmático (-6%, para C-LDT vs. C, P=0,0408; -

5%, para HFRU-LDT vs. HFRU, P=0,0207, Figura 11B). 

Com relação aos triacilgliceróis hepáticos, o grupo HFRU apresentou aumento quando 

comparado ao grupo C (+8%, P=0,0402, Figura 11C), mas o tratamento com o LDT409 foi 

capaz de reduzir os parâmetros nos grupos tratados C-LDT e HFRU-LDT quando comparados 

com suas contrapartes não tratadas (-46%, para C-LDT vs. C, P=<0,0001; -25%, para HFRU-

LDT vs. HFRU, P<0,0001, Figura 11C). No que se refere ao colesterol hepático, o grupo 

HFRU apresentou aumento quando comparado ao grupo C (+4%, P=0,0106, Figura 11D), e o 

tratamento com o LDT409 foi capaz de reduzir esse parâmetro no grupo HFRU-LDT quando 

comparado ao grupo HFRU (-4%, P=0,0141, Figura 11D). 
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Figura 11 - Triacilglicerol e colesterol (plasmáticos e hepáticos) 

 

 

Nota: Triacilglicerol plasmático (A); colesterol plasmático (B); triacilglicerol hepático (C); colesterol hepático 

(D). Dados testados pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett 

T3 (média ± SD, n = 6). As diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: a ≠ C; b ≠ C-LDT; c ≠ 

HFRU. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011 

  

 

 

4.4 Pressão arterial sistólica 

 

 

O modelo high-frutose promove ativação do sistema renina aldosterona e, nesse 

contexto, o grupo HFRU apresentou um aumento significativo na pressão arterial sistólica 

quando comparado ao grupo C (+18%, P=0,0195, Figura 12). Esta condição foi resgatada 

pelo tratamento no grupo HFRU-LDT, pois esses animais apresentaram menor pressão 

arterial sistólica quando comparados ao grupo HFRU (-16%, P=0,045, Figura 12). 
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Figura 12 – Pressão arterial sistólica 

 

Nota: Pressão arterial sistólica. Dados testados pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e 

pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 5). As diferenças significativas (P<0,05) são indicadas: a ≠ C; 

b ≠ C-LDT; c ≠ HFRU.  
Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011. 

 

 

4.5 Microscopia de luz 

 

 

As fotomicrografias do tecido hepático sugerem uma importante propriedade anti-

esteatótica do nutracêutico LDT409. O grupo C exibiu um parênquima hepático preservado, 

assim como o grupo C-LDT, no qual não houve evidências de hepatotoxicidade do LDT409. 

Por outro lado, o grupo HFRU demonstrou que o consumo excessivo de frutose promoveu 

esteatose microvesicular e macrovesicular expressivas. No entanto, o LDT409 foi capaz de 

mitigar a esteatose hepática, pois o grupo HFRU-LDT apresentou parênquima hepático bem 

preservado, lembrando o grupo controle (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

Figura 13 - Fotomicrografias representativas da estrutura hepática ao final do experimento  

 

Nota: Fotomicrografias do tecido hepático corado com hematoxilina-eosina (HE); Fotos de mesmo aumento 

representativas dos grupos experimentais, barra de calibração = 30µm. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011 

 

 

4.6 PCR quantitativo em tempo real 

 

 

4.6.1 Expressão Gênica: Marcadores do estresse do retículo endoplasmático 

 

 

A Expressão de Atf4, um fator de transcrição que regula vários genes envolvidos na resposta 

às proteínas desdobradas como resultado do estresse do RE, foi maior no grupo HFRU quando 

comparada ao grupo C (+37%, P=0,0059, Figura 14A). Em contraste, o tratamento com LDT409 foi 

capaz de reduzir a expressão de Atf4 no grupo HFRU-LDT quando comparado a sua contraparte não 

tratada (-27%, P=0,0152, Figura 14A). 
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Chop, um fator de transcrição que está envolvido na mediação de apoptose, apresentou 

expressão aumentada no grupo HFRU quando comparado ao grupo C (+99%, P=0,0027, Figura 14B), 

enquanto o tratamento com LDT409 promoveu uma expressão reduzida no grupo HFRU-LDT em 

relação ao seu homólogo (-52%, P=0,0023, Figura 14B). 

Como resultado do aumento de Atf4/Chop, o grupo HFRU teve aumento de RNAm do 

Gadd45 quando comparado ao grupo C (+84%, P=0,0090, Figura 14C). Novamente, o tratamento com 

LDT409 foi capaz de reduzir a expressão de Gadd45 no grupo HFRU-LDT quando comparado a sua 

contraparte não tratada (-59%, P=0,0001, Figura 14C). O estresse do RE observado no grupo HFRU 

pode preceder as alterações no metabolismo energético hepático. 

 

Figura 14 - Genes marcadores do estresse do retículo endosplasmático 

 

Nota: Expressão gênica de Atf4 (A), Chop (B) e Gadd45 (C). Dados testados pelo one-way ANOVA com teste 

de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 5). As diferenças significativas 

(P<0,05) são indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P< 0,0001. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011 

 

 

4.6.2 Expressão Gênica: Marcadores da gliconeogênese 

 

 

No que se refere à produção de glicose hepática, a expressão relativa de G6pase 

aumentou no grupo HFRU quando comparado ao grupo C (+82%, P=0,0065, Figura 15A).  

No entanto, o tratamento com LDT409 provocou uma redução significativa na expressão de 

G6pase em ambos os grupos tratados quando comparados aos seus homólogos (67%, 

P=0,0027, para C-LDT vs. C; -60%, P=0,0029, para HFRU-LDT vs. HFRU, Figura 15A). 

A expressão relativa de Pepck, responsável pela regulação da gliconeogênese, 

corrobora com os dados anteriores, tendo sua expressão aumentada no grupo HFRU quando 

comparada ao grupo C (+23%, P=0,0381, Figura 15B), e reduzida nos grupos tratados quando 
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comparados as suas contrapartes (-38%, para C-LDT vs. C, P=0,0178; e -39%, para HFRU-

LDT vs. HFRU, P=0,0166, Figura 15B). 

 

 

Figura 15 - Genes marcadores da gliconeogênese 

 

Nota: Expressão gênica de G6pase (A) e Pepck (B). Dados testados pelo one-way ANOVA com teste de Brown-

Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 5). As diferenças significativas (P<0,05) 

são indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P< 0,0001. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011.  

 

 

4.6.3 Expressão Gênica: Marcadores da beta-oxidação e lipogênese hepática 

 

 

Entre os genes relacionados à beta-oxidação, o gene Ppar-alfa apresentou maior 

expressão no grupo C-LDT409 em relação ao grupo C (+46%, P=0,003, Figura 16A). Do 

mesmo modo, o grupo HFRU-LDT mostrou aumento da expressão do gene Ppar-α quando 

comparado ao grupo HFRU (+130%, P=0,0061, Figura16A), enquanto o grupo HFRU 

apresentou menor expressão do que o grupo C (-69%, P<0,0001, Figura 16A).  

A expressão relativa do Cpt1a, um transcrito do Ppar-α e responsável pela beta-

oxidação mostrou uma redução significativa quando comparado ao grupo C (-25%, P=0,0215, 

Figura 16B). Por outro lado, o tratamento promoveu um aumento significativo na expressão 

nos grupos tratados quando comparado aos grupos não tratados (+124%, P=0,0088, para C-

LDT vs. C; +202%, P=0,0008, para HFRU-LDT vs. HFRU, Figura 16B). 

Em relação aos genes lipogênicos, o grupo HFRU apresentou maior expressão de 

Ppar-gama do que o grupo C (+405%, P <0,0001, Figura 16C), enquanto os grupos C-LDT e 

HFRU-LDT apresentaram expressão reduzida quando comparado aos grupos C e HFRU, 
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respectivamente (-26%, P=0,0001, para C-LDT vs. C; -81%, <0,0001, para HFRU-LDT vs. 

HFRU, Figura 16C). 

O gene Srebp-1c, um transcrito do PPAR-gama, teve sua expressão aumentada no 

grupo HFRU em relação ao grupo C (+8%, P=0,0011, Figura 16D). Os grupos tratados 

tiveram uma expressão de Srebp-1c menor do que as suas contrapartes: C-LDT em relação a 

C (-12%, P=0,0029, Figura 16D) e HFRU-LDT em relação ao HFRU (-19%, P=0,0019, 

Figura 16D). 

 Do mesmo modo, o gene Fas mostrou um aumento significativo no grupo HFRU em 

comparação ao grupo C (+48%, P=0,0208, Figura 16E). Mais uma vez, o grupo HFRU-LDT 

apresentou expressão do gene Fas reduzida quando comparado ao grupo HFRU (-72%, 

P=0,0002, Figura 16E), reforçando o papel do LDT409 na redução da lipogênese hepática.  

Cidec, cuja expressão se correlaciona com o acúmulo de gordura hepática, teve sua 

expressão amplamente aumentada no grupo HFRU quando comparada ao C (+322%, 

<0,0001, Figura 16F). Entretanto, o grupo HFRU-LDT apresentou uma expressão 

consideravelmente menor do que o HFRU (-69%, <0,0001, Figura 16F). Os dados são 

sugestivos de que o LDT409 reduz a lipogênese hepática e melhora a expressão de genes 

relacionados com a beta-oxidação. 

 

Figura 16 - Genes marcadores da beta-oxidação e lipogênese hepática 

 

Nota: Expressão gênica de Ppar-alfa (A), Cpt1a (B), Ppar-gama (C), Srebp-1c (D), Fas (E) e Cidec (F). Dados 

testados pelo one-way ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média 

± SD, n = 5). As diferenças significativas (P<0,05) são indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; 

***P<0,001; ****P< 0,0001. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011 
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4.6.4 Expressão Gênica: Marcadores pró-fibrogênicos e ativação das células estreladas 

 

 

No que se refere a expressão de genes pró-fibróticos, o Col1a1, responsável por 

codificar o principal componente do colágeno tipo 1, mostrou expressão mais alta no grupo 

HFRU do que no grupo C (+33%, P <0,0001, Figura 17A), paralelamente a valores mais 

baixos no HFRU-LDT do que no grupo HFRU (-69%, P<0,0001, Figura 17A). 

A Expressão de Tgf-beta, uma potetente citocina fibrogênica, apresentou um aumento 

acentuado no grupo HFRU quando comparado ao C (+364%, P=0,0007, Figura 17B). Mais 

uma vez, o grupo HFRU-LDT apresentou expressão do gene Tgf-beta reduzida quando 

comparado ao grupo HFRU (-71%, P=0,0010, Figura 17B). 

O Smad3, um gene que promove a transcrição de colágeno tipo I e tipo III durante a 

ativação das células estreladas, teve sua expressão aumentada acentuadamente no grupo 

HFRU quando comparado ao C (+678%, P <0,0001, Figura 17C). Por outro lado, o 

tratamento com LDT409 promoveu uma redução significativa no HFRU-LDT com relação ao 

HFRU (-64%, P <0,0001, Figura 17C).  

Da mesma forma, o Pdgrf-beta, um mitógeno crítico hepático, mostrou um aumento 

significativo na sua expressão no grupo HFRU quando comparado ao C (+649%, P <0,0001, 

Figura 17D).  Em contraste, o grupo HFRU-LDT apresentou uma expressão reduzida de 

Pdgrf-beta quando comparado ao HFRU (-85%, P=0.0001, Figura 17D).  Esses dados 

indicam que o tratamento com LDT409 pode mitigar a fibrose hepática por ativação das 

células estreladas mesmo com a continuação da ingestão excessiva de frutose na dieta HFRU 

pelo grupo HFRU-LDT. 
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Figura 17 - Genes marcadores pró-fibrogênicos e ativação das células estreladas 

 

 

 

Nota: Expressão gênica de Col1a1 (A), Tgf-beta (B), Smad3 (C) e Pdgrf-beta (D). Dados testados pelo one-way 

ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pós teste Dunnett T3 (média ± SD, n = 5). As 

diferenças significativas (P<0,05) são indicadas a seguir: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P< 

0,0001. 

Legenda: Dieta de controle (C); dieta de controle tratado com LDT409 (C-LDT); dieta rica em frutose (HFRU); 

dieta rica em frutose tratado com LDT409 (HFRU-LDT); 

Fonte: A autora, 2011 

 

 

4.7 Two-way ANOVA 

 

 

A dieta e o tratamento interagiram significativamente para determinar massa corporal 

(P=0,0031), ingestão hídrica (P=0,0363), TAB subcutâneo (P<0,0001), TAM (P<0,0001), 

insulina (P<0,0001), FIRI (P<0,0001), TAG plasmático (P<0,0001), TAG hepático 

(P<0,0001), Chop (P<0,0001), Gadd45 (P=0,0018), Ppar-gama (P<0,0001), Srbp1c 

(P=0,0462), Fas, Cidec, Col1a1, Tgf-beta, Smad3 e Pdgrf-beta (P<0,0001). 

A dieta, como fator isolado, exerceu o efeito mais potente sobre a ingestão hídrica 

(P<0,0001, representando 77% da variação total), insulina (P<0,0001, representando 37% da 

variação total), FIRI (P<0,0001, representando 33% da variação total), TAG plasmático 

(P<0,0001, representando 61% da variação total), colesterol plasmático (P<0,0001, 

representando 78% da variação total), Atf4 (P=0,0008, respondendo por 32% da variação 
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total), Ppar-alfa (P<0,0001, responsável por 69% da variação total), Cidec (P <0,0001, 

responsável por 39% da variação total), Col1a1 (P<0,0001, responsável por 72% da variação 

total), Tgf-beta (P<0,0001, responsável por 40% da variação total), Smad3 (P<0,0001, 

responsável por 58% da variação total) e Pdgrf-beta (P<0,0001, responsável por 33% da 

variação total). 

O tratamento com LDT409, como fator isolado, exerceu o efeito mais potente sobre a 

massa corporal (P<0,0001, responsável por 92% da variação total), TABs (P<0,0001, 

responsável por 63% da variação total), TABe (P<0,0001, responsável por 84% da variação), 

glicemia (P=0,043, responsável por 18% da variação total), TAG e colesterol hepáticos 

(P<0,0001, responsável por 76% e 35% da variação total), pressão arterial sistólica 

(P=0,0088, responsável por 23% da variação total), Gadd45 (P<0,0001, responsável por 43% 

da variação), marcadores de gliconeogênese (G6pase, P<0,0001, responsável por 55% da 

variância total e Pepck, P<0,0001, representou 65% da variância total), Cpt1a (P<0,0001, 

responsável por 89% da variação) e marcadores lipogênicos (PPAR-gama, P<0,0001, 

responsável por 36% da variância total; Srebp1c, P<0,0001, representou 78% da variância 

total e Fas, P<0,0001, representou 63% da variância total). Todos os resultados seguem 

detalhados na tabela 5. 
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Tabela 5 – Resultados do ANOVA de duas vias 

 

 

 
INTERAÇÃO TRATAMENTO DIETA 

PARAMETROS 

% total da 

variância 

Valor 

de P 

% total da 

variância 

Valor 

de P 

 % total da 

variância 

Valor 

de P 

Massa corporal 

final 

1.398 0.0031 91.95 <0.0001 2.916 <0.0001 

Pressão arterial 

sistólica 

14.69 0.0307 23.28 0.0088 20.20 0.0134 

Ingestão hídrica 2.681 0.0363 5.654 0.0035 76.14 <0.0001 

Colesterol 

plasmático 

0.005238 0.916 13.27 <0.0001 77.53 <0.0001 

Colesterol 

hepático 

2.798 0.2019 35.51 0.0001 29.55 0.0004 

Triacilglicerol 

plasmático 

7.612 <0.0001 30.22 <0.0001 60.45 <0.0001 

Triacilglicerol 

hepático 

5.109 <0.0001 76.14 <0.0001 16.71 <0.0001 

TABs 11.61 <0.0001 63.23 <0.0001 11.61 <0.0001 

TABe 14.24 <0.0001 83.98 <0.0001 0.000 <0.9999 

TAM 34.65 <0.0001 30.69 <0.0001 34.65 <0.0001 

Glicemia 14.95 0.596 17.58 0.0430 9.280 <0.1297 

Insulina 29.70 <0.0001 33.18 <0.0001 36.85 <0.0001 

FIRI 30.08 <0.0001 33.25 <0.0001 33.39 <0.0001 

       

Expressão 

gênica 

      

Atf4 7.972 0.0559 30.11 0.0010 31.89 0.0008 

Chop 35.09 0.0001 23.53 0.0007 19.97 0.0014 

Gadd45 19.07 0.0018 42.76 0.0001 16.35 0.0032 

G6pase  3.173 0.0844 55.30 <0.0001 26.53 <0.0001 

Pepck 0.9258 0.4344 65.01 <0.0001 11.03 0.0137 

Ppar-alfa 0.1330 0.5579 24.51 <0.0001 69.41 <0.0001 

Cpt1a 0.9432 0.2319 88.79 <0.0001 0.4929 0.3823 

Ppar-gama 27.42 <0.0001 36.55 <0.0001 35.16 <0.0001 

Srebp1c 3.199 0.0462 78.24 <0.0001 7.599 0.0042 

Faz 22.76 <0.0001 63.20 <0.0001 0.9133 0.3070 

Cidec 31.16 <0.0001 26.00 <0.0001 39.30 0.0001 

Col1a1 13.86 <0.0001 13.29 <0.0001 71.17 <0.0001 

Tgf-beta 25.30 <0.0001 28.57 <0.0001 39.99 <0.0001 

Smad3 20.69 <0.0001 18.61 <0.0001 57.74 <0.0001 

Pdgrf-beta 32.71 <0.0001 31.04 <0.0001 33.09 <0.0001 

 
Nota: O fator mais poderoso que influencia a variância total de cada parâmetro está em negrito. 

Legenda: Tecido adiposo branco subcutâneo (TABs), Tecido adiposo branco epididimário (TABe), Tecido 

adiposo marrom (TAM),  Índice de resistência à insulina em jejum (FIRI), Fator de transcrição 

ativadora 4 (Atf4), Proteína homóloga da proteína de ligação a intensificador de CCAAT (Chop), 

Parada de crescimento e gene induzível por danos no DNA 45  (Gadd45), Glicose 6 fosfatase 

(G6pase), Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Pepck), Receptor ativado por proliferador de 

peroxissoma tipo alfa (Ppar-alfa), carnitina palmitoil transferase IA (Cpt1a), Receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma tipo gama (Ppar-gama), Proteína de ligação a elementos reguladores de 
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esterol 1c  (Srebp1c), Ácido graxo sintase (Fas), Indutor de morte celular DFFA como efetor c 

(Cidec), Colágeno alfa 1 tipo 1 (Col1a1), Fator de crescimento transformador beta (Tgf-beta), Mães 

contra homólogo decapentaplégico 3 (Smad3) e Receptor beta de fator de crescimento derivado de 

plaquetas (Pdgrf-beta).  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O presente trabalho mostra que a ingestão crônica da dieta rica em frutose propiciou 

maior velocidade no ganho ponderal nas primeiras semanas de administração, maior 

compartimento de gordura subcutânea e epididimária, bem como esteatose microvesicular e 

macrovesicular expressivas, corroborando com os níveis aumentados de TG hepático, 

contribuindo para o favorecimento da lipogênese hepática e ERE, redução da beta-oxidação, e 

pior prognóstico da DHGNA. Em contrapartida, o tratamento com LDT409 promoveu 

redução significativa da massa corporal, aumento do compartimento de gordura marrom, 

redução dos níveis de TG e colesterol plasmático e hepático, mitigou a esteatose, visto que o 

grupo tratado apresentou o parênquima hepático preservado, além de demonstrar efeitos 

benéficos na expressão gênica.  

Após 2 semanas de ingestão da dieta rica em frutose, o grupo HFRU apresentou 

aumento de massa corporal. Os resultados envolvendo os efeitos da frutose no ganho de peso 

ainda são conflitantes, mas este achado corrobora com os resultados de outros trabalhos que 

utilizaram a dieta HFRU (300-303). Na décima semana a massa corporal dos animais se 

igualaram devido os animais controles terem apresentado um aumento de peso gradual e 

constante e os animais frutose estabilizado o peso em um determinado momento. Tais 

resultados sugerem uma adaptação, que costuma ocorrer quando há uma exposição constante 

ao consumo da frutose, acarretando uma tolerância maior a esse monossacarídeo a nível 

intestinal, como um mecanismo de adaptação (98). 

Apesar dos grupos HFRU e C terem igualado a MC ao final do período de indução, 

houve aumento nos compartimentos de gordura no grupo que recebeu a dieta rica em frutose, 

a qual provoca resistência à insulina pela indução da via lipógênica e ação pró-inflamatória, o 

que corrobora para que haja hipertrofia de adipócitos, como visto anteriormente (75, 152, 

304). Um estudo recente afirma que um longo período de ingestão de dieta HFRU causa 

expansão dos depósitos de gordura e disfunção dos adipócitos brancos por polarização de 

macrófagos para o estado M1 (305). 

O tratamento com o LDT409 ocasionou a redução significativa da massa corporal dos 

grupos tratados, assim como visto anteriormente após tratamento com agonista do PPAR-alfa 

(148), bem como redução dos compartimentos de gordura subcutânea e epididimária 

concomitante ao aumento do compartimento de gordura marrom (292). Apesar de atribuir este 

efeito ao tratamento, uma vez que a ingestão de alimentos dos grupos tratados não diferiu de 
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suas contrapartes, ainda não temos dados suficientes que determinem como o nutracêutico 

regula os hábitos alimentares. Apesar dos agonistas PPAR-gama total estarem relacionados a 

aumento de peso corporal e adipogênese (306), agonistas parciais já demonstraram reduzir a 

massa corporal in vivo (307, 308). 

Como já demonstrado anteriormente, os animais HFRU não apresentam aumento de 

ingestão alimentar, mas sim de ingestão hídrica (148). Anteriormente já foi descrito uma 

hiperativação do sistema renina angiotensina após o consumo crônico de frutose em animais 

C57BL/6, corroborando com o aumento na pressão arterial sistólica, caraterístico desse 

modelo dietético (309-311). O tratamento com o LDT 409 foi incapaz de normalizar a 

ingestão hídrica, contudo trouxe a pressão arterial sistólica para níveis comparáveis ao grupo 

controle. 

Com relação às dosagens bioquímicas, os animais HFRU apresentaram um aumento 

das concentrações de triacilglicerol e colesterol plasmáticos como já evidenciado 

anteriormente (85),  bem como colesterol e TG hepático. O aumento do colesterol hepático é 

um preditor importante da inflamação hepática e EHNA (312), enquanto o nível elevado de 

TG hepático corrobora com as alterações estruturais vistas na microscopia de luz, refletindo 

de forma fidedigna a estimativa do percentual de esteatose hepática (295). Esta condição torna 

o fígado mais susceptível a outros danos hepáticos, incluindo fibrose, cirrose e câncer de 

fígado (59, 312). Todos esses parâmetros foram revertidos nos animais HFRU tratados com o 

LDT, assim como visto no trabalho realizado utilizando o agonista duo-PPAR LDT409 em 

camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipídica (292) e também evidenciado em estudo 

com agonista pan-PPAR Lanifibronor (313), além de associação de pioglitazona com 

fenofibrato (agonistas PPAR-gama e PPAR-alfa) (301). 

Os animais HFRU apresentam ainda aumento de insulina plasmática, como já 

demonstrado anteriormente (85), o que justifica sua resistência à insulina vista pelo índice 

FIRI, onde os animais neste modelo não tiveram sua glicemia de jejum alterada às custas da 

hiperinsulinemia compensatória. A frutose é um carboidrato simples com baixo índice 

glicêmico. No entanto, parece que seu consumo a longo prazo é capaz de interromper a via de 

sinalização da insulina, levando à hiperinsulinemia compensatória, e esses animais 

possivelmente desenvolveriam também a hiperglicemia a longo prazo. Tal fenômeno ocorre 

porque a frutose no fígado suprime a captação de glicose, levando ao aumento dos níveis de 

glicose no sangue e o aumento concomitante da secreção de insulina (112). O tratamento com 

LDT contornou a resistência à insulina. Anterioremente, o uso de um agonista PPAR-alfa 

reverteu a intolerância oral à glicose (148). Em outro estudo, o IVA337, também conhecido 
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como lanifibranor, que atua como um agonista pan-PPAR de forma moderada e equilibrada 

nas três isoformas PPAR se mostrou eficaz na melhora da insulinemia (314). Achados estes 

também foram encontrados na utilização do LDT 409 no modelo animal alimentado com dieta 

hiperlipídica (292). 

No presente estudo, o consumo excessivo de frutose apresentou efeito sobre a 

expressão gênica de marcadores da beta-oxidação, lipogênese hepática, gliconeogênese, pró-

fibrogênicos e de ativação das células estreladas, contribuindo para o aumento da inflamação 

hepática e evolução da NAFLD, como relatado em estudos anteriores (85, 315). 

No grupo HFRU foi visto um efeito inibidor sobre Ppar-alfa e Cpt1-a, corroborando 

para o acúmulo de lipídios intra-hepáticos e esteatose, já que a beta-oxidação é uma das 

principais vias pelas quais os lipídios são metabolizados (75). A CPT1a, que regula a entrada 

de ácidos graxos no mitocôndrias (316-318), é inibida pelo acúmulo de malonil-CoA, gerado 

na lipogênese de novo (112, 319). Num estudo anterior do grupo, o agonista PPAR-alfa 

WY14643 desencadeou uma melhora mitocondrial por permitir a entrada de ácidos graxos 

para beta-oxidação e supressão da lipogênese em animais alimentados com dieta HFRU (148). 

Tais benefícios também podem ser atribuídos ao LDT409, uma vez que houve aumento na 

expressão desses dois genes (Ppar-alfa e Cpt1-a) após o tratamento. 

A lipogênese de novo, por sua vez, foi responsável por ativar fatores de transcrição 

como Srebp1c (127) e suas enzimas lipogênicas alvo, como a Fas (125, 320), que favorece o 

acúmulo lipídico levando à NAFLD no grupo HFRU (85, 112). O tratamento com o agonista 

duo-PPAR foi capaz de promover redução significativa na expressão dos genes, como visto 

por (301), onde tratamento de fenobibrato associado com pioglitazona melhorou a expressão 

de ambos os genes. 

O gene lipogênico Ppar-gama também se mostrou aumentado no grupo HFRU, como 

visto anteriormente (85), sendo ele um receptor chave na homeostase da glicose e o 

metabolismo lipídico. Porém, sua super expressão está diretamente relacionada ao fígado com 

esteatose (321, 322). Tanto Ppar-gama quanto Srebp-1c são essenciais para desencadear a 

lipogênese hepática (323, 324). Os grupos tratados mostraram redução na expressão desses 

genes lipogênicos quando comparados as suas contrapartes não tratadas. Além disso, o Cidec, 

gene alvo do PPAR-gama, também se mostrou aumentado no grupo HFRU e é responsável 

por aumentar TG hepático, sobretudo pelo aumento da transcrição de genes relacionados à 

lipogênese e formação de gotículas lipídicas (325, 326). O tratamento com o LDT409 foi 

capaz de regularizar a expressão dos genes lipogênicos nos animais HFRU tratados, como 
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previamente relatado após utilização de agonista do PPAR-alfa e parcial do PPAR-gama (22, 

186). 

O consumo excessivo de frutose aumentou a expressão de Pepck e G6Pase, o que 

sugere resistência hepática à insulina e aumento da gliconeogênese, condição comum à 

etiologia do DM2 (151, 327, 328). O LDT409 apresentou efeito supressor à gliconeogênese, 

conforme previamente relatado em modelo animal alimentado com excesso em lipídios (292). 

Estudos mostraram que algumas condições fisiológicas tais como obesidade, RI, DM2 

e lipotoxicidade hepática, podem produzir um desequilíbrio entre a demanda celular, o 

dobramento das proteínas e a capacidade do RE para promover a maturação dessas proteínas 

(329). Quando as células sintetizam proteínas secretoras em quantidades que excedem a 

capacidade do dobramento e da maquinaria do sistema de degradação associado ao RE 

(ERAD), as proteínas desdobradas são acumuladas no RE. Essa condição é denominada ERE 

(330, 331), podendo desencadear uma resposta adaptativa conhecida como UPR.  

O objetivo da ativação da UPR é reestabelecer a homeostase do RE em resposta a uma 

grande quantidade de proteínas imaturas no RE (332). Nesse sentido, houve aumento de Atf4, 

fator de transcrição que regula a região promotora de vários genes relacionados à UPR (333) 

como o Chop (334), que também se mostrou aumentado. Ele participa de várias funções 

corretivas durante o ERE, sendo um indutor chave de apoptose por reter o ciclo celular, o que 

resultará na morte celular com o objetivo de proteger as células dos efeitos tóxicos 

desencadeados pela ação das proteínas desdobradas (65, 329, 335). Dessa mesma forma, 

houve aumento da expressão gênica de Gadd45, que participa da regulação do ciclo celular 

(65). Estudos anteriores utilizando dieta hiperlipidica demonstraram os mesmos achados 

(336). O tratamento com LDT foi capaz de normalizar a expressão de todos os genes 

envolvidos no ERE nos animais HFRU concordando com o alívio da resistência à insulina, 

uma vez que o RE utiliza glicose como combustível preferencial e a resistência à insulina 

contribui para estresse dessa organela celular (333). 

Sobre os marcadores pró-fibrogenicos Col1a1 e Tgf-beta, ambos se mostraram 

aumentados no grupo HFRU, assim como Smad 3 e Pdgrf-beta, envolvidos no 

desenvolvimento da fibrose hepática, que é caracterizada pela deposição excessiva de 

elementos de matriz extracelular produzida pelas células estreladas ativas (337). Na presença 

lesão hepática, as células estreladas hepáticas (HSCs) recebem sinais que causam sua 

transdiferenciação em células semelhantes a fibroblastos (338). HSCs ativadas causam fibrose 

hepática se o estímulo desencadeador de sua ativação for prolongado (339). O tratamento com 

o LDT409 foi capaz de normalizar a expressão desses genes, bem como o tratamento in vitro 
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com saroglitazar, um agonista duo PPAR-alfa/gama (340). Um estudo anterior com 

Lanifibranor demonstrou proliferação e contratilidade reduzidas das HSCs, sugerindo que a 

ativação do Ppar-gama foi associada à desativação do HSC, provavelmente através da 

modulação de vias-chave, como Tgf-β e Pdgfr-β (341). O receptor beta do fator de 

crescimento derivado de plaquetas (Pdgfr- beta) não é encontrado em células estreladas 

quiescentes, apenas em um estágio inicial de lesão hepática, sendo sua indução transcricional 

estimulada por genes como Tgf- beta -1 (342). Esse gene é responsável por favorecer a 

proliferação de migração das células estreladas (343), e também se mostrou notavelmente 

maior nos animais ob/ob no estudo referenciado. 

O fator de transformação do crescimento beta (Tgf-beta) é considerado a citocina 

fibrogênica mais potente e é liberada pela forma latente de várias células no fígado (344). Sua 

ativação induz a fosforilação de proteínas Smad, predominantemente Smad3. A ativação de 

Smad3 durante a ativação de HSC, promove a transcrição de colágeno tipo I e tipo 

III. (345). Estudos têm mostrado a sinalização Tgf- beta- Smad aumentada na fibrose hepática 

(346, 347). Dados ainda não publicados do nosso grupo mostram as expressões gênicas desses 

fatores maiores no fígado de animais ob/ob. 

O tratamento com o LDT 409 foi capaz de reduzir a expressão desses genes, como visto em 

outros estudos (301, 313, 314). Tais resultados podem contribuir para a compreensão da 

progressão da esteatose hepática para EHNA e fibrose, visto que estudos apontam como 

gatilho anormalidades metabólicas, inflamação e lesão hepática (348, 349). 

Tivemos como limitação do presente estudo a impossibilidade de finalizar algumas 

técnicas que estavam em andamento devido à pandemia da Covid 19, que teve início no 

segundo ano de realização deste trabalho. Tais análises, como o processamento para a 

estereologia hepática, onde teríamos os dados de densidade de volume da esteatose e 

binucleação; técnica de imuno-histoquímica onde conseguiríamos apresentar dados mais 

concretos sobre as células estreladas, estímulos apoptóticos e proliferação celular; e 

microscopia eletrônica para avaliar a ultraestrutura hepática, ficarão como perspectivas 

futuras do estudo. 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nos permitem concluir que o excesso de frutose na dieta causou 

lipotoxicidade, observada pelo aumento da adiposidade nos compartimentos subcutâneo e 

intra-abdominal, dislipidemia e acúmulo ectópico de lipídios no fígado, caracterizando a 

DHGNA. O tratamento com LDT409 por cinco semanas foi capaz de reduzir a adiposidade, 

controlar a dislipidemia e normalizar os níveis de triacilgligeróis e colesterol hepáticos, 

indicando controle da lipotoxicidade e da inflamação hepática respectivamente. O ERE, 

promovido pelo excesso de frutose, parece deflagrar a lipotoxicidade no fígado por estímulo 

da lipogênese e gliconeogênese. O LDT409 aliviou o estresse do retículo e exerceu efeitos 

anti-esteatóticos nesse modelo experimental por supressão da lipogênese e gliconeogêse e 

indução da beta-oxidação secundários à sua ação como agonista duo PPAR-alfa/gama, o que 

pode representar um potencial nutracêutico para controle da DHGNA 

 

 

 

 

 

 

. 
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ANEXO A – Aprovação do comitê de ética 
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ANEXO B – Submissão do artigo de revisão (Minor revision European Journal of Nutrition) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


