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TENORIO, Pedro Rocha. Efeitos do consumo de diferentes ragdoes semelhantes
a dieta humana no desenvolvimento da obesidade e suas implicagées no perfil
metabdlico, estado oxidativo sistémico, tecido adiposo e figado de ratos
adultos. 2024. 48 f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

Os principais modelos para investigacdo da obesidade e doengas associadas ao
acumulo excessivo de adiposidade apresentam limitagdes, como divergéncia com
nutricdo e resposta metabdlica humanas, ou a incapacidade de monitoramento da
ingesta alimentar dos animais. Este trabalho teve como objetivo comparar o efeito de
trés racbes com diferentes composicdes nutricionais e graus de processamento,
similares a dietas humanas, no desenvolvimento da obesidade e suas alteracbes
metabdlicas, em modelo animal. Para tal, foram utilizados 15 ratos Wistar com 90 dias
de idade, distribuidos em 3 grupos, mantidos durante 10 semanas: ragdo comercial
integral Nuvilab CR1® (Quimtia, Brasil) controle (C), racdo semipurificada
normocaldrica normolipidica (NL), racdo semipurificada hipercaldrica hiperlipidica
hiperglicémica (HLG). Para avaliagdo do metabolismo glicEmico foram realizados os
testes de tolerancia a glicose e a insulina, assim como frutosamina sérica. O figado e
o tecido adiposo (inguinal e retroperitoneal) foram utilizados para analise
histopatolégica e de composi¢cédo tecidual. O soro dos animais foi utilizado para
determinacdo do painel lipidico, de acido urico e do estado oxidativo sistémico.
Observou-se a promocéao de obesidade nos animais NL sem associacao a resisténcia
ainsulina, hipercolesterolemia, estresse oxidativo ou alteragdes hepaticas. Os animais
HLG demonstraram manutencao do peso com aumento de adiposidade, esteatose e
glicogenose hepatica, além de resisténcia a insulina, hipercolesterolemia e estresse
oxidativo relacionado as alteragdes hepaticas e nutricionais. Assim concluiu-se que a
racdo NL promoveu um quadro condizente com obesidade metabolicamente
saudavel, enquanto a racdo HLG resultou em um quadro condizente com disturbio
metabdlico sem obesidade, ressaltando a relevancia nutricional e hepatica no
desenvolvimento de doengas baseadas em adiposidade.

Palavras-chave: Dieta de alta gordura. Esteatose hepatica. Obesidade
Metabolicamente Saudavel Resistencia a insulina. Sindrome Metabdlica.



TENORIO, Pedro Rocha. Effects of consuming different chow, similar to the
human diet, on the development of obesity and its implications on the metabolic
profile, systemic oxidative status, adipose tissue and liver of adult rats. 2024. 48
f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Fisioldégicas — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

The main models for investigating obesity and diseases associated with excessive
accumulation of adiposity presents limitations, such as divergence from human
nutrition and metabolic response, or the inability to monitor the animals' food intake.
This study aimed to compare the effect of three diets with different nutritional
compositions and processing degrees, similar to human diets, on the development of
obesity and its metabolic changes in an animal model. For this purpose, 15 Wistar rats,
90 days old, were used, distributed into 3 groups, maintained for 10 weeks: whole-
ingridient commercial diet Nuvilab CR1® (Quimtia, Brazil) control (C), normocaloric
normolipidic semi-purified diet (NL), hypercaloric hyperlipidic hyperglycemic semi-
purified diet (HLG). To evaluate glycemic metabolism, glucose and insulin tolerance
tests were performed, as well as serum fructosamine measurement. The liver and
adipose tissue (inguinal and retroperitoneal) were used for histopatological analysis
and tissue composition. The animals' serum was used for determining the lipid panel,
uric acid, and systemic oxidative status. Obesity promotion was observed in NL
animals without association with insulin resistance, hypercholesterolemia, oxidative
stress, or hepatic changes. HLG animals showed weight maintenance with increased
adiposity, hepatic steatosis, and glycogenosis, as well as insulin resistance,
hypercholesterolemia, and oxidative stress related to hepatic and nutritional changes.
Thus, it was concluded that the NL diet promoted a condition consistent with
metabolically healthy obesity, while the HLG diet resulted in a condition consistent with
metabolic disorder without obesity, highlighting the nutritional and hepatic relevance in
the development of adiposity-based diseases.

Keywords: High-fat diet. Hepatic steatosis. Metabolically Healthy Obesity. Insulin
resistance. Metabolic Syndrome.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Embora o sobrepeso e a obesidade nao sejam caracteristicas
antropomeétricas recentes, como evidenciado em achados arqueoldgicos como a
Vénus de Willendorf, datada de 24.000 A.C. (LUSTIG; FENNOY, 2022), estres
emergiram como um problema de saude publica somente no século XX (BRAY, 2023),
sendo a obesidade declarada como epidemia global em 1997 pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (HATHTHOTUWA; WIJEYARATNE; SENARATH, 2020).

A métrica mais utilizada para o monitoramento destas condicdes € a
relacdo entre peso e altura, denominada Indice de Massa Corpérea (IMC), a qual
fornece uma classificagado do estado nutricional. Quando o IMC apresenta valor igual
ou maior a 25 kg/m? é classificado como excesso de peso. Um constante aumento
global dessa métrica pode ser tragcado em ambos 0s sexos e todas as faixas etarias,
desde o ano de 1975 (NCD RISK FACTOR COLLABORATION (NCD-RISC), 2017)
(Figura 1).

Figura 1 — Média global do indice de massa corpérea entre 1975 e 2016.
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Fonte: Adaptado de NCD Risk Factor Collaboration (2017).

Historicamente, predominante na Europa e nos paises falantes de
lingua inglesa com alta renda, o avanc¢o da incidéncia do sobrepeso se estabilizou a
partir dos anos 1990. Enquanto isso, regides como a América Latina, em especial sua
porcao sul, tem visto um continuo aumento do excesso de peso (NCD RISK FACTOR
COLLABORATION (NCD-RISC), 2017) (Figura 2).
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Figura 2 — Média do indice de massa corporea entre 1975 e 2016 nas divisdes
geograficas da América Latina.
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Fonte: Adaptado de NCD Risk Factor Collaboration (2017).

A situacdo global do excesso de peso em 2016, ultimo relatorio
publicado pela OMS, pode ser observada na Figura 3. Embora o desenvolvimento do
excesso de peso esteja atrelado a melhores indicadores econdémicos e de
desenvolvimento de um pais, regides historicamente colonizadas, como norte da
Africa, Oriente Médio e América Latina, apresentam indices alarmantes. Na América
Latina, com excecgao da Guiana, os paises apresentam mais de 50% da sua populacao
acima dos indices recomendados de IMC. Dentre eles, o Brasil com 56,5% da sua

populacao adulta apresentando sobrepeso ou obesidade (RITCHIE; ROSE, 2017).

Figura 3 - Ocorréncia de excesso de peso da populagdo adulta por pais segundo
relatério da Organizagao Mundial da Saude de 2016.

g 2

Sem
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Fonte: WHO, Global Health Observatory OurWorldInData.org/obesity « CC BY

Fonte: Modificado de Ritchie e Rose (2017).
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A associagao do excesso de peso, principalmente da obesidade (IMC
= 30 kg/m?), com o desenvolvimento de diversas doengas, especialmente sindrome
metabdlica, diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares, € bem definida (ANSARI;
HABOUBI; HABOUBI, 2020). Desta forma, em 2019, estimou-se que cerca de 8,88%
das mortes globais foram atribuidas a um IMC = 25 kg/m? e suas decorrentes
complicagdes (GBD 2019 DISEASES AND INJURIES COLLABORATORS, 2020;
MURRAY et al., 2020) (Figura 4).

Figura 4 — Porcentagem de mortes atribuidas a obesidade, 2019.

Sem
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Fonte: WHO, Global Burden of Disease (2019) OurWorldIinData.org/obesity « CC BY

Fonte: Modificado de Murray et al. (2020)

O Brasil apresenta historicamente um indice mais alarmante do que o
global, tendo em 2019, 12,03% das mortes associadas a obesidade, com incidéncia
de 76,17 mortes por 100 mil habitantes (GBD 2019 DISEASES AND INJURIES
COLLABORATORS, 2020; MURRAY et al., 2020).

O sobrepeso e obesidade geraram custos globais estimados em 1,88
trilndes de dolares em 2019, cerca de 2,19% de toda producdo doméstica bruta do
mundo e, segundo projecdes, devem custar cerca de 32,5 trilhdes de ddlares em 2060
(OKUNOGBE et al., 2021). No Brasil a estimativa de gasto de saude com excesso de
peso em 2019 foi de 654 milhdes de ddlares (FERRARI et al., 2022).

O estudo cientifico da fisiopatologia do acumulo excessivo de peso
remota ao século XIX, mas em vista do crescente transtorno global e individual

imposto pela doenca, os esforgos e avancgos cientificos se intensificaram, em especial
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a partir da década de 1980. Ao longo dos anos, diversos elementos contribuintes ao
problema foram gradativamente sendo revelados e diversas hipoteses levantadas
para explicar o desenvolvimento da doenga (LUSTIG; FENNOY, 2022). Atualmente,
os problemas advindos do sobrepeso e da obesidade sdo entendidos ndo somente
como decorrentes do aumento do peso, mas em especial do acumulo de tecido
adiposo, tendo sido proposta uma nova classificagao, a “Doenga Crbénica Baseada na
Adiposidade” (DCBA), que engloba, ndo somente os casos de sobrepeso e obesidade,
mas também individuos eutréficos com disturbios metabdlicos associados ao excesso
de adiposidade (GARVEY, 2022).

A patogénese da DCBA possui derivagdo multifatorial,
compreendendo variaveis genéticas, enddcrinas, comportamentais, alimentares,
ambientais e psicologicas. A interagdo dessas variaveis e suas contribuicbes na
patogénese ainda € debatida, porém, o balango energético positivo é tido como o
contribuinte mais importante para o desenvolvimento da doenga para o subgrupo da
obesidade (GARVEY, 2022; LIN; LI, 2021). (Figura 5)

Figura 5 — Interagdes patofisiolégicas no desenvolvimento da obesidade.

AMBIENTE
Disponibilidade Alimentar
Construgéo Ambiental
Determinantes Sociais de Salide
Status Socioeconémico

GENETICA
Suceptibilidade Genica
Modificagdes Epigenéticas

Interacdo Gene-Gene
Backgroud Ancestral

COMPORTAMENTAL
Dieta
Atividade Fisica
Fatores Culturais
Fatores Psicolégicos

FATORES BIOLOGICOS
Ambiente Intrauterino
Peso de Nascenca
Género e |dade
Doengas Concomitantes

Interface Humana

vl , W
Ingesta I Gasto
Energética { 1 Energético
| = [

A

Ponto de Ajuste do Peso
Corporal

Fonte: Adaptado de Garvey (2022).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da DCBA, a dieta
constitui um dos principais. Diversas caracteristicas de padrées alimentares ja foram
implicadas com o desenvolvimento e agravamento da DCBA. O consumo de

carboidratos, agucares e gorduras constitui as principais caracteristicas macro
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nutricionais ligadas ao desenvolvimento de DCBA, tanto pelo seu consumo excessivo
quanto por seus efeitos diretos no metabolismo (CORDAIN et al., 2005; SAN-
CRISTOBAL et al., 2020; WALI et al., 2021). Os niveis de processamento/purificagéo
dos ingredientes também s&o propostos como fatores de desenvolvimento da DCBA,
efeito atribuido tanto a sua composic¢ao nutricional quanto a sua hiper palatabilidade
(VALICENTE et al., 2023).

O modelo de progressao da DCBA e suas complicagbes postula que
um fator de risco primario pode levar ao acumulo excessivo de tecido adiposo,
constituindo o fator determinante no desenvolvimento das complicagcées e doencgas
relacionadas. O principal mecanismo pelo qual o excesso de tecido adiposo levaria a
alteracdes metabdlicas seria decorrente da resisténcia a insulina, que desencadearia
suas complicagdes como a doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, diabetes tipo 2
e alteracdes cardiovasculares que, por fim, resultariam em doencga renal crénica com

retroalimentacao das complicagdes vasculares (GARVEY, 2022). (Figura 6)

Figura 6 — Modelo da patogénese da Doenga Cronica Baseada em Adiposidade.
DCBA = Doenca Crbnica Baseada em Adiposidade; AVE = Acidente Vascular
Encefalico; DMT2 = Diabetes Mellitus Tipo 2; MASLD = Esteatose Hepatica Associada
a Disfungao Metabdlica.
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Fonte: Adaptado de Garvey (2022).

Os passos intermediarios da progressao do acumulo de tecido
adiposo para o desenvolvimento da resisténcia insulinica, ou as associadas alteragdes
hepaticas, cardiovasculares e sindrome metabdlica, tem sido pontos de ativo debate
e alvos de pesquisa cientifica (BARAZZONI et al., 2018). Acredita-se que o0 excesso
nutricional crénico destinado ao tecido adiposo causa sua remodelacédo, promovendo
0 aumento dos depodsitos por meio da expansao hipertrofica (aumento do tamanho
dos adipdcitos) e/ou hiperplasica (aumento do numero de adipdcitos). Uma expanséo
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do tecido adiposo branco adequada ent&o levaria a uma remodelagao e manutengao
do estado metabdlico saudavel, e uma expansao inadequada a um estado doente do

tecido com desenvolvimento das comorbidades (LONGO et al., 2019). (Figura 7).

Figura 7 — Expansao de tecido adiposo branco na Doenca Crénica Baseada em
Obesidade. DCBA = Doenca Crbénica Baseada em Adiposidade; MASLD = Esteatose
Hepatica Associada a Disfungado Metabdlica; DMT2 = Diabetes Mellitus Tipo 2; DCV
= Doencas Cardiovasculares.
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Fonte: Adaptado de Longo et al. (2019)

A inadequada expansao do tecido adiposo provoca hipoxia tecidual e
consequente aumento da morte celular, resultando em liberagdo de acidos graxos
livres (AGL), espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro inflamatérias como
a Proteina Quimiotatica de Monocitos-1 (MCP-1), Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a) e Interleucinas 1 beta (IL-1B) e 6 (IL-6). Esse ambiente causa o recrutamento
de mondécitos e uma modificagdo do fendtipo de macréfagos residentes no tecido
adiposo de M2 (anti-inflamatério) para M1 (pré-inflamatério), que, por sua, vez
aumenta a liberagao de citocinas. As citocinas TNF-qa, IL-1B e IL-6 sdo capazes de
promover per si resisténcia a insulina por interferir na sinalizagado desta a partir da
fosforilagdo do Substrato do Receptor de Insulina (IRS), dificultando sua cascata de
sinalizagédo (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021).

Associado a inflamacéo, o aumento da disponibilidade de nutrientes,

em especial acucares e lipidios, promove modificagdes metabdlicas oxidativas, como
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a fissdo mitocondrial, que leva a ineficiéncia oxidativa e consequente elevagao de
liberacédo de radical superoxido (O27), especialmente nos tecidos relacionados a
regulacdo energética. A formagcdo de ROS pela oxidagdo de macronutrientes e o
excesso de insulina super regulam a expressao da enzima NADPH oxidase tipo 4
(NOX4), que leva a uma exacerbagao da producdo de ERO (AHMED; SULTANA,;
GREENE, 2021).

O Oz proveniente das mitocondrias e NOX4 também podem ser
convertidos em peroxido de hidrogénio (H202) pela enzima Superoxido Dismutase,
que, por sua vez, pode ser decomposto em agua e O2 pela enzima Catalase ou pela
Glutationa Peroxidase, neutralizando o radical. No caso de excesso de ROS, o quadro
de Estresse Oxidativo € instalado, superando a capacidade antioxidante do tecido e
resultando na oxidagdo de macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos e
lipidios. A oxidagao de macromoléculas pode ocorrer diretamente pelo radical Oz2™ ou
pela hidroxila (OHe), radical mais reativo formado a partir da catalisagcdo de O2" ou
H202 por reacao de Fenton. A oxidagao de lipidios leva a um processo de propagacao,
na qual uma molécula de lipidio oxidado leva a oxidagcdo de outro lipidio. Esse
processo, caso nao seja neutralizado em etapas especificas, através do sistema
glutationa ou por antioxidantes ndo enzimaticos, como vitaminas C e E, causa uma
reacao em cadeia, resultado na produgao de aldeidos, como o malonaldeido, a partir
da degradacéo dos lipidios peroxidados (PIZZINO et al., 2017). Esse estado oxidativo
nao se restringe somente ao tecido de origem, mas pode ser percebido de forma
sisttmica no sangue, tanto por formas enzimaticas especificas do ambiente
extracelular, como por extravasamento das formas intracelulares para o meio extra
(LEWANDOWSKI; KEPINSKA; MILNEROWICZ, 2020; PICKLO; LONG; VOMHOF-
DEKREY, 2015).

A ocorréncia de isoformas especificas de meio extracelular e a
atuacdo do acido urico como principal antioxidante ndo enzimatico do sangue
(SAUTIN et al., 2007) demonstram a importancia da regulagéo do balango oxidativo,
nao somente tecidual, mas também sistémico. O acido urico representa cerca de 60%
do poder antioxidante ndo enzimatico do sangue, porém apresenta potencial
patologico, quando em concentragdes elevadas. A hiperuricemia promove 0 aumento
das concentragdes intracelulares de acido urico para patamares relevantes, capazes
de promover a inibigdo da sinalizagao insulinica (HAN; ZHANG; JIANG, 2022), gerar

uma resposta oxidativa pela ativacdo do receptor Toll Like-4 (TLR-4) e consequente
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elevagao da atividade de NOX-4, e uma resposta inflamatéria pela estimulagao da
enzima xantina oxidase, resultando no aumento de ROS e de MCP-1 (RUSSO et al.,
2020).

O estresse oxidativo sistémico ja foi demonstrado na obesidade
(MANNA; JAIN, 2015, 2015) e esta relacionado ao desenvolvimento e mortalidade de
diversas outras doengas, em especial as comorbidades promovidas pela obesidade,
como doencas cardiovasculares e renais (HERTIS PETEK et al., 2022; RAPA et al.,
2019). A oxidagao de proteinas causa inativagdo enzimatica, levando a altera¢des na
sinalizagdo da insulina e, em paralelo, a oxidacdo de acidos nucleicos, estimula a
inflamacao (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021). Os produtos da degradacao de
lipoperoxidagado também séo capazes de reagir com outras macromoléculas, gerando
Produtos Finais de Lipoperoxidagao Avangada (ALE), os quais promovem a inativagao
enzimatica, além de interagir com seu receptor RAGE (receptor de produtos finais de
glicagao avancgada), que aumenta a ativagdo das NOX-4 e a expressao de genes
inflamatoérios (ARIVAZHAGAN et al., 2022).

O excesso da concentracdo sérica de monossacarideos, capaz de
promover disfungcao metabdlica e estresse oxidativo devido a demanda de fosforilagao
oxidativa, também pode levar a formacao de glicados, conjugagao nao enzimatica de
carboidratos com outras macromoléculas, resultando em produto finais de glicagao
avancada (AGE) (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021; HOSSEINI;
ABEDIANKENARI; RASOULI, 2023). Esses AGE atuam com os ALE através da
interacaio com o RAGE, promovendo aumento das ROS e inflamagao
(ARIVAZHAGAN et al., 2022). Além disso, o excesso de AGL, advindos das
modificagdes metabdlicas decorrentes da obesidade ou da alimentacao, é capaz de
promover lipotoxicidade devido ao acumulo excessivo de lipidios em outros tecidos
que nao o adiposo (deposicédo ectépica), em especial no figado. Esta deposicao
ectopica desencadeia estresse oxidativo e inflamagao pelos mecanismos ja descritos
e pela produgédo de metabdlitos toxicos, como ceramidas e diacil-glicerol, alterando a
sinalizacdo insulinica (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021).

O aumento de AGL também esta relacionado a formagao de
lipopolisacaridios (LPS) devido a glicagéo, constituindo também um componente de
lipotoxicidade. Os LPS atuam como os AGL na promocao de estresse oxidativo e
inflamacéao, além de estimular o acumulo de triglicerideos mediado pela sinalizagao

do receptor TL-4 e ativagcado da via MAPK/NF-kB, levando a expressao de genes e
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sintese de citocinas pro-inflamatérias. Os LPS também sao capazes de interagir
diretamente com caspases, promovendo estimulo inflamatério por formagdo de
inflamossoma (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021).

A inflamagéo, o estresse oxidativo e a lipotoxicidade formam uma
complexa rede de interagdo, que leva a disfungao celular e tecidual, ocasionando
resisténcia a insulina, inflamacao sistémica de baixo grau e estresse oxidativo
sistémico (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021). A resisténcia insulinica promovida
pela DCBA, por sua vez, cria um “loop” de “feedback” positivo, elevando a
concentracdo sérica de glicose e alterando o metabolismo energético, levando a
produgdo de mais AGE (HOSSEINI; ABEDIANKENARI; RASOULI, 2023) e

retroalimentando o processo. (Figura 8)

Figura 8 — Disfuncao celular induzida pela obesidade promove resisténcia a insulina.
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Essas alteragdes metabodlicas hepaticas promovidas durante o
desenvolvimento da DCBA promovem dislipidemia. Tipicamente, ha a elevagao de
triglicerideos, colesterol total e da fragdo de colesterol ndo HDL (n-HDL), bem como a
diminuicdo do colesterol de alta densidade (HDL) (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013). O
aumento dos triglicerideos se da especialmente pela falta de inibigcdo da insulina sobre
a sintese hepatica de lipoproteina de baixissima densidade (VLDL) e diminuigdo da
atividade da lipoproteina lipase (LPL) no tecido adiposo e muscular, principal mediador
da remocéo de VLDL circulante (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013). O aumento do VLDL
estimula sua utilizagdo como substrato para transferéncia de triglicerideos deste para
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e para o HDL, resultando na reducéo de HDL
e formacgéao de LDL rico em triglicerideos, que € metabolizado pela lipase hepatica em
LDL pequeno e denso (LDL-pd), principal fracdo aterosclerdtica (KLOP; ELTE;
CABEZAS, 2013; ORMAZABAL et al., 2018).

Todas as alteracées metabdlicas provenientes da DCBA sao fatores
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, a principal causa direta
de mortes no mundo (ADHIKARY et al., 2022). A resisténcia a insulina modifica a
resposta metabdlica e a sinalizagdo do miocardio, que somada a lipotoxicidade, leva
a inflexibilidade metabdlica, com redugdo da capacidade oxidativa e consequente
alteracao contratil (ORMAZABAL et al., 2018). A inflamagao e o estresse oxidativo
sistémico, somados a produgcdo de AGE, juntamente com as dislipidemias, em
especial altos niveis de LDL-pd e colesterdis oxidados, geram alteragbes da
permeabilidade vascular, dano celular, comprometimento de sinalizagédo e
arterogénese, ocasionando elevagao da resisténcia vascular e lesdes endoteliais
(ITABE; OBAMA, 2023; ORMAZABAL et al., 2018).

Para elucidagao dos diversos mecanismos patolégicos da obesidade
os modelos animais sdo fundamentais, sendo amplamente utilizados. Diversas formas
de inducao de obesidade foram desenvolvidas, entre estes, modelos neurotdxico
(HERNANDEZ BAUTISTA et al., 2019), genéticos, cirurgicos e dietéticos (SULEIMAN;
MOHAMED; BAKAR, 2020). Os modelos dietéticos sado provavelmente os mais
adequados e fidedignos na inducao da obesidade por melhor simulares a patogénese
humana (ZHANG et al., 2022). Dentre as diversas abordagens dietéticas para indugao
da obesidade, os principais modelos utilizados s&o a dieta de cafeteria, composta por
uma alimentos humanos ultraprocessados, e as dietas comerciais purificadas de alta
teor de lipidios (DIO) (BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020) (Figura 9).
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Figura 9 — Selecdo do modelo animal e dietético para o estudo em obesidade.
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Fonte: Adaptado de Bastias-Pérez, Serra e Herrero (2020).

Esses modelos foram historicamente fundamentais em sua
contribuicdo no entendimento do desenvolvimento e das complicacées associadas a
obesidade derivadas da nutricdo. Entretanto, algumas limitagdes tém sido apontadas
pela comunidade cientifica (BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020; DE
MOURA E DIAS et al., 2021; SPEAKMAN, 2019).

A dieta de cafeteria, por exemplo, ndo possui uma padroniza¢ao dos
elementos nutricionais fornecidos, podendo variar dentro do mesmo estudo ao longo
dos dias. Além disso, é caracterizada por permitir a livre selegdo dos alimentos pelos
animais, tornando extremamente dificil o monitoramento da composicao nutricional da
ingesta alimentar destes animais (BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020).

As dietas comerciais de alta gordura também apresentam limitagdes.
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As opgdes mais comuns sdo as dietas contendo 60% das suas calorias advindas de
gordura, extremamente eficientes em promover rapido ganho de peso, com
desenvolvimento de alteragdes metabdlicas em relativo curto periodo. Entretanto, os
padroes metabdlicos desenvolvidos pelos animais ndo sao condizentes com o
humano. Por isso, tem-se recomendado a ado¢ado de modelos como o de 45%, que
reduz os teores de gordura alimentar a patamares mais similares ao humano, gerando
alteragcdes metabdlicas mais correspondentes. Embora os modelos de 45% sejam
hoje mais recomendados, o uso dos modelos de 60% € predominante na literatura
(BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020; SPEAKMAN, 2019).

Esses modelos comerciais também se utilizam de dietas
completamente purificadas, tanto em sua ragao controle quanto em suas ragdes de
alta gordura (HARIRI; THIBAULT, 2010), representando a comparagao entre 2 tipos
de alimentagdo completamente ultraprocessada, sem comparativo com um modelo de
dieta recomendada em questao de qualidade nutricional. Nos ultimos anos trabalhos,
alguns trabalhos levantaram questdes sobre este tipo de dieta e levantaram novas
limitagdes relacionadas ao grau de purificagdo da dieta (CHENG et al., 2019; ZHANG
et al., 2022). Um terceiro ponto questionado sobre os modelos comerciais sdo sua
diversidade na composi¢cao nutricional, sendo os macronutrientes, em especial a
gordura das dietas derivados de uma ou no maximo duas fontes distintas
(MONSANTO et al., 2016).

Como estes modelos acabam assim por nao representar as
caracteristicas alimentares em humanos, tanto em sua variedade quanto em sua
resposta metabdlica, a busca por modelos mais miméticos se faz necessaria
(BASTIAS-PEREZ; SERRA; HERRERO, 2020; SPEAKMAN, 2019). Poucos trabalhos
tém explorado o uso de modelos similares a dieta e suas repercussdes no
desenvolvimento da obesidade (CHEHADE et al., 2022). Monsanto et al. (2016)
demonstraram a maior complexidade na relacao dieta e obesidade, sendo incapaz de
induzir o desenvolvimento DCBA nos animais com um modelo similar a dieta ocidental
(MONSANTO et al., 2016).

Na tentativa de melhor elucidar os mecanismos patoldgicos e os
dados conflitantes no desenvolvimento da DCBA, formulamos duas ragdes, semi-
purificadas/processadas, com uma matriz nutricional diversa e composi¢gdo mais
aproximada a padrdes de dieta humana e caracterizamos seus efeitos sobre o0 ganho

de peso, desenvolvimento da DCBA, alteragdes morfologicas hepaticas e adiposas e



estresse oxidativo em animais adultos.
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EFEITOS DO CONSUMO DE RACOES SEMIPURIFICADAS COM DIFERENTES COMPOSICOES
NUTRICIONAIS NO PERFIL METABOLICO, NO TECIDO ADIPOSO E NO FiGADO DE RATOS
ADULTOS
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RESUMO

Proposito

Avaliar os efeitos obesogénicos, metabdlicos e oxidativos de duas dietas semipurificadas, cada uma com diferentes
concentragdes de gordura e aglicar, em comparag¢do com uma dieta integral.

Métodos

Ratos Wistar, 90 dias de idade, distribuidos em 3 grupos, foram alimentados com 3 ragdes distintas durante 10 semanas:
controle (C), ragdo semipurificada normocalérica normolipidica (NL), ragdo semipurificada hipercalorica hiperlipidica
hiperglicémica (HLG). Analises histopatologicas, testes de tolerancia a glicose e a insulina, assim como analise soroldgica
foram realizadas para investigagcdo do estado metabolico glicolipidico e parametros oxidativos sistémico dos animais.
Resultados

Animais NL apresentaram exacerbado ganho de peso com hipertrofia do tecido adiposo sem alteragdo metabolica
glicolipidica ao estresse oxidativo, condizente com Obesidade Metabolicamente Saudavel. Os animais HLG n&o
apresentaram ganho de peso, mas tiveram acentuado resisténcia a insulina e hipercolesterolemia, esteatose e glicogenose
hepatica, com hipertrofia e hiperplasia adiposa e estado de estresse oxidativo sistémico, condizente com Distirbio
Metabolico sem Obesidade.

Conclusio

Apenas o consumo de uma alimentag@o processada e consequente desenvolvimento de obesidade ndo ¢ suficiente para
desencadear distarbios metabdlicos a médio prazo, sendo necessario o concomitante consumo de alimentagdo rica em
gorduras e agucares com o aumento da adiposidade e alteragdo hepdtica para o rapido desenvolvimento de distirbio
metabdlico em ratos Wistar machos adultos.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta de alta gordura. Estresse oxidativo. Esteatose hepatica. Sindrome Metabolica.
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INTRODUCAO

Desde 1997, o excesso de peso (Indice de massa corpérea (IMC) > 25 kg/m?) ¢ classificado como
epidemia global, tendo atingido 39% da populagdo mundial em 2016 [1]. O excesso de peso, em especial a obesidade
(IMC >30 kg/m?) ¢ uma doenca diretamente associada ao desenvolvimento e agravamento de diversas comorbidades
como a diabetes tipo 2, sindrome metaboélica [2] e doencas cardiovasculares, a principal causa de morte global [3]. A
etiologia desta doenga tem carater multifatorial, com componentes genéticos, ambientais e comportamentais, sendo
principalmente atribuida a nutrigdo inadequada [4]. Diversos padrdes alimentares foram associados ao seu
desenvolvimento, principalmente o consumo excessivo de aglcares refinados, gorduras e alimentos processados [5—8]. O
acimulo de peso, especialmente de adiposidade visceral, é tido como o elemento chave para as alteragdes metabolicas da
obesidade, como estresse oxidativo, inflamagdo, resisténcia a insulina e dislipidemia, os quais causam danos a outros
orgaos e o desenvolvimento de comorbidades [9].

A obesidade tem sido extensivamente estudada ao longo do ultimo século [10], principalmente
através da experimentacdo em animais para elucidagdo dos seus mecanismos fisiopatologicos, com modelos neurotoxicos
[11], cirargicos, genéticos e, em especial, dietéticos [12]. Estes modelos dietéticos possivelmente sdo os melhores em
simular o desenvolvimento da obesidade e de suas comorbidades em humanos, porém apresentam limitagdes. A falta de
padronizagdo das dietas, assim como a composi¢do extrema, em geral composta por 60% das calorias provenientes de
gordura, limitam a interpretacdo dos achados e dificilmente representam a alimentagdo e o metabolismo humanos [13—
15]. A fim de reduzir as limitagdes deste tipo de modelo, a reducdo dos niveis de gordura da dieta tem sido requisitada
[14].

O grau de processamento/purificagdo da dieta ¢ um aspecto pouco abordado na literatura. Os
modelos tipicamente empregados se baseiam em dietas completamente purificadas e restrita matriz nutricional, porém
este tipo de alimentagdo também ¢ falho em simular a dieta humana. A purificagdo da dieta apresenta efeitos metabolicos
especificos, com maior disponibilidade energética devido a reducdo da termogénese [16], redugdo do consumo de diversos
bioativos [17] capazes de modular a digestibilidade de macronutrientes [18] e promover efeitos benéficos sobre o
desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades [19, 20]. Estudos recentes tém tentado contornar essas limitagdes,
ressaltando o efeito da matriz nutricional [21] e investigando padrdes alimentares mais proximos ao humano [22, 23].
Entretanto, os trabalhos que investigaram tais limitagdes produziram resultados inconsistentes, nem sempre reproduzindo
os danos metabdlicos esperados, demonstrando assim uma maior complexidade na interacdo entre dieta e
desenvolvimento de obesidade [23, 24].

A hipotese inicial deste estudo postulava que uma dieta semipurificada, com baixas concentragdes
de gordura e sem adig@o de agucares, ndo resultaria em ganho excessivo de peso nem em grandes alteragdes metabolicas.
Por outro lado, esperava-se que uma dieta semipurificada, com altas concentragdes de gordura e agucares adicionados,
levasse a um aumento significativo de peso nos animais, especialmente em tecido adiposo, e consequentemente
promovesse danos metabolicos associados ao excesso de peso e adiposidade. Com o intuito de fornecer uma compreensao
mais abrangente das interagdes nutricionais e dos mecanismos subjacentes ao desenvolvimento da obesidade, este estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos obesogénicos, metabolicos e oxidativos de duas dietas semipurificadas, cada uma
com diferentes teores de gordura e aglicar, em comparacdo com uma dieta integral. Este trabalho também aborda novos
topicos relevantes para a formulagdo aprimorada de dietas-modelo que possam induzir doengas relacionadas a

alimentagdo.
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METODOS
Animais

15 Ratos Wistar machos, 90 dias de idade, peso entre 375 e 425 g, fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade de Londrina, foram alocados em grupos de 2 a 3 animais por gaiola, mantidos por 73 dias [25] em
ambiente com temperatura controlada (22+1°C), com agua e racao ad libitum, em ciclo de claro escuro (12/12h) e inicio
de fotoperiodo as 7h. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 3 grupos (n=5): grupo controle (C), alimentado
com ragdo comercial integral Nuvilab CR1® (Quimtia, Brasil); grupo NL, alimentado com rag@o semipurificada,
normocaldrica e normolipidica; grupo HLG, alimentado com ragdo semipurificada, hipercaldrica hiperlipidica e
hiperglicémica. Nos 64° e 67° dia experimentais, os animais foram submetidos a um teste de tolerancia a glicose (GTT) e

a insulina (ITT), respectivamente. A eutanasia foi realizada no 73° dia experimental.

Preparacao e Composicdo Nutricional, Ingesta Alimentar, Liquida e Ganho de Peso Corpoéreo.

As ragdes semipurificadas foram preparadas em laboratério com secagem em estufa a 65 °C por 72
h, suas formulagdes estdo apresentadas no Material Online 1. As ragdes semipurificadas foram baseadas na NRC-95G a
fim de garantir uma adequada nutricdo sem promog¢dao de nenhuma deficiéncia alimentar [26] ¢ suas composi¢des

nutricionais estdo expressas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo Nutricional Das Diferentes Ra¢des Utilizadas

C NL HLG
Energia (kcal/kg) 3437 3704 4663
Carboidratos totais (%okcal) 63 71 36
Acticares Adicionados (%okcal) 0 0 10
Lipideos (%kcal) 11 14 49
Proteina (%kcal) 26 15 15
Fibra (g/kg) 76 73 87
Colesterol (mg/kg) 0 380 652

A ingesta alimentar e a hidrica foram calculadas segundo o método de resto-ingesta e corrigidos
pelo numero de animais por caixa. A eficiéncia alimentar foi calculada pelo ganho de peso por consumo calérico

acumulado semanalmente [27]. O ganho de peso foi expresso em relagdo ao peso basal dos animais.

Teste de tolerincia a glicose e a insulina intraperitoneal

Apos restricao alimentar de 6 h, os animais foram aclimatados por 30 min em uma sala silenciosa,
com temperatura controlada (22 °C). As 14 h, a extremidade da cauda dos animais foi cortada e uma gota de sangue foi
utilizada para determinag¢ao da glicemia capilar em glicosimetro G-Tech Lite (G-Tech, Brasil). No GTT, apos a
determinacdo da glicemia basal, 1 mg/kg de glicose em solu¢do de 25% (p/v) foi administrada através de injecao
intraperitoneal (i.p.). A glicemia capilar foi aferida em 15, 30, 60 e 90 min ap6s a administragdo de glicose. No ITT, apds
a afericdo da glicemia basal nas mesmas condi¢des que o GTT, foi administrada i.p. 0,75 Ul/kg de insulina lisopro
(Humalog®, Eli Lilly, Brasil). A glicemia capilar foi aferida em 5, 10, 15, 30, 60 min apo6s a administragdo da insulina
[28].

Coleta de Amostras Biolégicas

Apo6s periodo de restricdo alimentar de 6-8h, os animais foram anestesiados com Quetamina e
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Xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg). O sangue dos animais foi coletado pela veia cava inferior em tubos com ativador de
coagulo e gel separador (FirstLab, Brasil). A eutanasia foi realizada por disseccdo de diafragma. O figado, os tecidos
adiposos inguinal (tAl) e retroperitoneal (tAR) foram dissecados, lavados em PBS 0,1 M gelado e pesados. Um fragmento
do 16bulo hepatico lateral esquerdo, assim como o tAl e tAR esquerdo, foram fixados em paraformaldeido 4% por 24 h.
Fracdes do lobulo hepatico lateral esquerdo foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. O sangue

coletado foi centrifugado a 12000 g por 10 min, o soro foi separado e armazenado a -20 °C.

Analise Sorolégica

As concentragdes séricas de frutosaminas, triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e acido trico foram determinadas com a utilizagdo de kits comerciais, segundo especificacdes do
fabricante (Vida Biotecnologia, Brasil) e a de acidos graxos livres (AGL) por método colorimétrico [29]. A concentragio
sérica de glicerol foi dosada com modificacdo do kit de triglicerideos, a partir da adi¢do de NaCl 1 M e utilizada para

corre¢do da concentracdo de triglicerideos [30].

Analise Histolégica

Laminas histologicas foram preparadas com cortes ndo seriados de 5 um de espessura. Cortes de
figado foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para verificagdo de Doenga Hepatica Esteatotica Associada a
Disfuncdo Metabodlica (MASLD) [31] ou submetidos a reacdo de acido periddico de Schiff, para evidenciacdo de
glicogénio [32]. O tecido adiposo foi corado com HE, para determina¢do do tamanho médio e da frequéncia de adipocitos,
em intervalos de 500 um? [33], utilizando-se um minimo de 750 adipdcitos por animal. Para verificagdo de hiperplasia, o
nimero de adipdcitos foi calculado a partir da modificagdo de protocolo previamente publicado [34], aplicando-se a
equacdo original a cada intervalo de frequéncia considerado, multiplicado seu volume médio pelo percentual

correspondente. Assumiu-se p do tecido igual a 0,916 g/cm? [35].

Composiciao Tecidual
Para quantificacdo de glicose, glicogénio, colesterol total e triglicerideo do parénquima hepatico,
um método foi derivado a partir de diversos protocolos de otimizagdo [36-38]. Cerca de 20-30 mg de amostra crio
congelada foi pesada, adicionada ao tubo A, homogeneizada em 20 vezes seu volume de cloroféormio:metanol (2:1 v/v) e
mantida em banho de gelo durante 10 min. Este foi entdo centrifugado a 10000 rpm por 3 min e o sobrenadante transferido
para um tubo B. Ao tubo B, foram adicionados 5 volumes de solu¢do 0,05M NaCl e agitado em vortex por 30 s, o
sobrenadante foi transferido para um tubo C. O pellet do tubo A foi lavado com 5 volumes de etanol 67% gelado,
centrifugado, e o sobrenadante adicionado ao tubo C. O conteudo restante do tubo B foi evaporado, suspendido em 10
volumes de etanol. Ao pellet do tubo A foi entdo adicionado 10x volumes de NaOH 20% em dH»O e aquecido a 100°C
por 20 minutos com frequente agitagdo. Apos aquecimento, o conteudo do tubo A foi resfriado, adicionado 5 volumes de
solucdo saturada de NaSO4 e 30 volumes de etanol absoluto e centrifugado a 12000g por 10 minutos. O sobrenadante do
tubo A foi descartado e o precipitado suspendido em 30 volumes de dH,O.
O conteudo do tubo A foi utilizado para determinagdo de glicogénio, segundo método fenol-
acido sulfurico. As concentragdes de triglicerideo e colesterol total foram determinadas a partir do contetido do tubo B, e

a da glicose, a partir do tubo C, utilizando kits comerciais (Vida Biotecnologia, Brasil).
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Parametros Oxidativos

Para a avaliagdo do balango oxidativo sistémico, foram determinados no soro a quantidade da
enzima superoxido dismutase (SOD) [39]; a atividade da enzima catalase (CAT) [40]; as concentracdes de glutationa
(GSH), glutationa total (GT) e glutationa dissulfeto (GSSQG) [41]; os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) [42], poder antioxidante redutor de ferro (FRAP) [43] e niveis totais de espécies reativas de oxigénio (TOX)
por técnica de FOX-1 [44], com modifica¢do da concentragdo para 25nM de H,SO4, pH 1,8 e se utilizando de sulfato de

ferro amoniacal e com adigdo de 0,1 M de D-Sorbitol.

Analise Estatistica

A parametricidade dos dados foi avaliada por teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade por
teste de Brown-Forsythe. Os dados ndo paramétricos foram avaliados com teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn.
Os dados paramétricos, quando a homogeneidade foi atendida, foram expressos como média + desvio padrdo e avaliados
por ANOVA de uma via, com pds teste de Tukey, ou aplicada a corre¢do de Welch com pos teste de Dunnett, quando os
dados se apresentaram de forma heterogénea. Os resultados de ganho de peso dos animais, GTT, ITT, e frequéncia de
adip6citos de foram avaliados com ANOVA de duas vias com pds teste de Tukey. Para a identificacdo de correlagdes, foi
utilizado teste de Pearson de duas caudas [45] e os resultados estdo apresentados em Material Online 2. Em todos os

testes, assumiu-se significAncia p<0,05. Os graficos foram produzidos no Prism (v10.0 GraphPad, Dotmatics).

RESULTADOS

Os animais HLG consumiram menos ra¢ao que os demais grupos, resultando em uma menor ingesta
calérica (Figura la-b). Tanto os animais NL quanto HLG ingeriram menos agua durante o periodo experimental total,
entretanto o consumo de agua por kcal consumida foi elevado nestes dois grupos (Figura 1c-d). Ambas as dietas
semipurificadas resultaram em maior consumo de vitamina E, 68% ¢ 53% em NL e HLG, respectivamente, essa diferenca
se deu pela maior concentragdo de a-tocoferol adicionado as ragdes, em conformidade com os indices recomendados pela
NRC-95. Os animais HLG apresentaram rapido ganho de peso inicial até a terceira semana, seguido por uma estabiliza¢do
com concomitante redugdo da ingesta energética. NL apresentou ganho de peso acima do esperado, com inicial consumo
energético elevado e posterior normalizacdo, resultando em uma melhora da eficacia alimentar em relagdo aos demais
grupos (Figura le-g). Apenas os animais NL apresentaram obesidade ao final do experimento, porém, tanto em NL quanto
em HLG houve aumento dos tecidos adiposos subcutaneo (tAl) e visceral (tAR), com aumento de adiposidade total

(Figura 1h-j). NL apresentou deposi¢ao de adiposidade preferencialmente subcutanea e reducdo do indice hepatico (1k-

D).
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Consumo didrio alimentar (a), consumo caldrico total (b), ingesta diario de agua (c), ingesta de agua por kcal consumida
(d), ganho de peso acumulado (e), ingesta calorica semanal (f), eficacia alimentar (g), tecido adiposo retroperitoneal (tAR)
(h), tecido adiposo inguinal (tAl) (i), adiposidade total (j) relacdo entre tAR/tAI (k), indice hepatico (1); C = controle, NL
= dieta normocalérica/lipidica, HLG = dieta hipercalorica/lipidica/glicémica. (a,b,c,d,g,h,i,j,k,]) ANOVA de uma via com
pos teste de Tukey, (e,f) ANOVA medidas repetidas com pos teste de Tukey, * p<0,05 entre C e NL, * p<0,05 entre C e
HLG, & p<0,05 entre NL e HLG

Em NL, o aumento dos tAl e tAR foi decorrente de processo hipertréfico, com aumento respectivo

de 56% e 37% no didmetro médio dos adipdcitos. Os animais HLG apresentaram hipertrofia similar a NL e concomitante

ocorréncia de hiperplasia do tAR, evidenciada pelo aumento de 98% no nimero de adipdcitos e dois picos distintos de

frequéncia de tamanho, um com 3500 pm? e outro com 5000 um? (Figura 2).
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Fotomicrografia do tecido do adipécito inguinal (tAl) e retroperitoneal (tAR) (a), frequéncia de adipdcitos do tAl por area
de seccdo (b) didmetro médio dos adipdcitos de tAl (c), nimero total de adipécitos do tAl (d) frequéncia de adipdcitos do
tAR por area de secgdo (e), didmetro médio dos adipdcitos de tAR (f), numero total de adipocitos do tAR (g). Barra =
200 pm. C = Controle, NL = racdo semipurificada normocalorica/lipidica, HLG = ragdo semipurificada
hipercalorica/lipidica/glicémica. (c,d,f,g) ANOVA de uma via com pés teste de Tukey, (b,e) ANOVA de duas vias pos
teste de Tukey.

Os animais NL ndo apresentaram aumento dos estoques hepaticos de triglicerideos ou glicogénio,

tanto nas analises histologicas quanto nas analises bioquimicas. Os animais HLG demonstraram aumento de 142% de
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triglicerideos, 212% de colesterol e 78% de glicogénio hepatico, com diagndstico histopatologico de MASLD (Figura 3).
Fig. 3
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Fotomicrografia em hematoxilina e eosina e acido periddico de Schiff (PAS) do figado (a), Score para Doenga Hepatica
Esteatotica Associada a Disfungdo Metabdlica (b), percentual de area demarcada por reagdo com PAS para demonstragdo
de depositos de glicogénio (c), glicogénio hepatico (d), triglicerideos hepatico (e), colesterol total hepatico (f), glicose
hepatica (g). Barra = 25 pm, seta diagonal preta indicando esteatose, seta diagonal amarela indicando degeneragdo
hidropica, seta vertical branca indicando granulo de glicogénio. C = Controle, NL = rag¢do semipurificada
normocaldrica/lipidica, HLG = ra¢do semipurificada hipercaldrica/lipidica/glicémica. (b) Kruskal-Wallis com pos teste
de Dunn, (c, d, e, f, g ANOVA de uma via com pos teste de Tukey.

As alteragcdes morfométricas verificadas em NL e HLG pressupunham a ocorréncia de alteragdes
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metabodlicas glicolipidicas. Porém, somente os animais HLG apresentaram intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
elevada glicacdo proteica, indicando descontrole glicémico continuado (Figura 4a-c). Embora ndo tenha apresentado
alteracdo nos valores de triglicerideos, o grupo HLG demonstrou elevagdo de 49% de AGL e acentuada
hipercolesterolemia, com aumento de 100% do colesterol total e 190% da fracdo ndo HDL. Os animais NL apresentaram

discreto aumento do colesterol total, devido a simultanea elevacao da fragdo HDL e ndo HDL (Figura 4d-i).
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Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (a), teste de tolerancia a insulina (b), fructosamina sérica (c), triglicerideos
séricos (d), acidos graxos livres séricos (e), colesterol total sérico (f), lipoproteinas de alta densidade (HDL) séricas (g),
lipoproteinas de ndo alta densidade (Non HDL) séricas (h), relagdo colesterol total por HDL (i); C = controle, NL = dieta
normocalérica/lipidica, HLG = dieta hipercalorica/lipidica/glicémica. (c, d, e, f, g, h, 1)) ANOVA de uma via com pds teste
de Tukey, (a, b) ANOVA medidas repetidas com pos teste de Tukey, * p<0,05 entre C vs HLG, # p<0,05 entre C vs NL
A avaliag@o dos parametros oxidativos sistémicos demonstraram aumento nas defesas antioxidantes
em NL e HLG (Figura 5). As concentragdes de SOD aumentaram de modo semelhante em NL e HLG. Houve aumento
das concentracdes de CAT em ambos os grupos experimentais, com acentuada elevacdo em HLG. As defesas
antioxidantes ndo enzimdticas demonstradas por FRAP apresentaram um aumento de 37% em ambos os grupos
experimentais, mesmo com redugdo das concentragdes séricas de acido trico. Os niveis de glutationa total e glutationa
reduzida ndo apresentaram reducdo em NL e HLG, enquanto as concentragdes de glutationa bissulfito se elevaram em
HLG em relagdo a NL, indicando aumento da demanda oxidativa. O aumento oxidativo € corroborado pela elevagao de
96% e 127% na propor¢do de glutationa bissulfito/glutationa nos animais HLG em comparagdo a C e NL,
respectivamente. A lipoperoxidag@o diminuiu em NL, demonstrando redug@o dos processos oxidativos. Os niveis totais
de espécies reativas de oxigénio (ROS) foram maiores em HLG, com aumento de 76% da demanda oxidativa. em

comparagdo aos demais grupos e um balango redox prejudicado.
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Concentracgdo de superoxido dismutase (SOD) (a), atividade de catalase (CAT) (b), poder antioxidante redutor de ferro
(FRAP) equivalente em pm de acido ascorbico (c), concentragido de acido urico (d) glutationa total (GT) (e), glutationa
reduzida (GSH) (f), glutationa dissulfeto (GGSG) (g), razdo entre glutationa dissulfeto e glutationa reduzida (GSSG/GSH)
(h), substancias reativas ao acido tiobarbiturico em um de malonaldeido (i), espécies reativas de oxigénio totais (TOX)
medidas por FOX-1 (j), balango oxidativo dado pela razdo de TOX/FRAP (k) medidos em soro. C = controle, NL = dieta
normocalorica/lipidica, HLG = dieta hipercalorica/lipidica/glicémica. ANOVA de uma via com pos teste de Tukey.

DISCUSSAO
Historicamente, o principal critério de avaliagdo no estudo de alteragdes antropométricas e suas
consequéncias para saude tem sido o acumulo de peso, em especial a obesidade, caracterizada pelo IMC. Entretanto, o

conceito de obesidade tem sido revisto, sendo proposta a denominagdo de Doenga Cronica Baseada em Adiposidade
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(DCBA), uma classificagdo mais ampla, que transfere a contribui¢do do peso para o aciimulo de tecido adiposo [1, 46].
Este trabalho apresenta evidéncias complementares ao modelo patologico da DCBA, em especial de subcategorias clinicas
da doenca, demonstrando que o figado e a nutricdo podem ser tdo determinantes quanto a adiposidade no desenvolvimento
das alteragdes metabolicas. Além disso, fornecemos novos dados para melhor formulagdo e padronizagdo de modelos
dietéticos animais no estudo da doenga.

Modelos dietéticos tradicionais para indugdo de obesidade em animais utilizam-se de uma
alimentacdo com alta quantidade de gordura para rapido ganho de peso e promogdo de hiperfagia [14]. Embora nossos
resultados contrariem esta hipdtese, a reduc@o da ingesta alimentar e a auséncia da obesidade em animais alimentados
com altas quantidades de gordura ja foram descritas [23]. A promogdo de obesidade e o aumento da adiposidade em
animais alimentados com dieta rica em carboidrato também foi um achado inesperado, contrastando com outros trabalhos
[14, 47], o que pode ser explicado pela maior energia metabolizavel proveniente de alimentos purificados/processados
[16] e aumento da digestibilidade de lipidios e carboidratos [18, 48].

A associagdo da resposta hiperplasica apenas do tecido adiposo visceral com a resisténcia a insulina
ndo foi condizente com o esperado. A adipogénese visceral é tida como um marcador de adequada expansio tecidual,
fornecendo protegdo contra disturbios metabdlicos glicolipidicos [49]. Entretanto, a utilizagdo de uma fonte de gordura
alimentar rica em acido oleico e palmitico pode ter sido um dos fatores determinantes das caracteristicas morfofisiologicas
encontradas. Esse tipo de lipidio ja demonstrou forte potencial promotor de adipogénese [50], através da estimulacdo de
um dos reguladores mestres do metabolismo energético, o Receptor Ativado por Proliferagdo de Peroxissomo Gama
(PPAR-y) [51, 52]. Esta estimulag@o por si, na verdade, proporcionaria protecdo contra distirbios metabdlicos, com
sensibilizacdo a insulina [53]. Entretanto, a associagdo com o alto consumo de colesterol, capaz de promover hipertrofia
e inflamacdo do tecido adiposo visceral [54], pode ter atuado sinergicamente para promogdo do efeito paradoxal relatado.

As alteragdes hepaticas foram outro fator associado as respostas metabolicas e morfoldgicas
encontradas em animais alimentados com dieta rica em gordura. O alto consumo de frutose ¢ gordura pode promover
acimulo excessivo de glicogénio hepatico, por estimulagdo da glicogénese e reducdo da oxidagdo glicidica [55, 56]. Os
mesmos acidos graxos capazes de promover a estimulacdo do PPAR-y em tecido adiposo, exercem efeito similar em
tecidos insulinodependentes, como figado e musculos [52, 57], promovendo acimulo de triglicerideos e agravamento de
insultos. O alto de consumo de colesterol também ¢ um fator de contribuigdo para lesdo hepatica, resultando em alterago
metabolica e desenvolvimento de resisténcia a insulina [58]. O dano gerado pelo acimulo hepatico de colesterol pode ser
tanto proveniente da ingesta deste, como pela ingesta de alta quantidade de frutose, um potente estimulador da de novo
lipogénese hepatica [55], que promove actimulo de colesterol hepatico a partir da redug@o de sintese e excre¢do de acidos
biliares [59]. Além de explicar as alteracdes hepaticas, a reducdo da excrecdo biliar ¢ um potencial mecanismo promotor
da perda de eficiéncia alimentar observada neste trabalho, em uma dieta de alta gordura, devido & reducdo da
digestibilidade de lipidios.

O consumo de altas quantidades de agucares e gorduras, mesmo niao promovendo a obesidade, foi
condizente com o desenvolvimento de resisténcia a insulina e dislipidemia [60], representativo de um quadro de Distarbio
Metabdlico sem Obesidade [61]. Entretanto, somente a obesidade ndo foi suficiente para promover alteracdes
glicolipidicas, demonstrando um estado condizente com o quadro clinico de Obesidade Metabolicamente Saudavel
(OMS) [62], sendo o padrao de deposigao de tecido adiposo nestes animais um possivel mecanismo de protecdo contra o
disturbio metabdlico glicolipidico da obesidade [63]. Como em humanos, o destino metabolico da OMS ¢ o

desenvolvimento de sindrome metabolica [64], futuras investigagdes com periodos experimentais mais prolongados
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permitirdo melhor caracterizar este modelo.

O excesso de ROS, denominado estresse oxidativo, € 0 mais recente € menos elucidado mecanismo
patologico proposto para promocdo da DCBA e de suas comorbidades [9], com ainda menos dados sobre os subgrupos
clinicos apresentados [65]. N6s buscamos entdo caracterizar o estado oxidativo sistémico dos animais para melhor
elucidar seus mecanismos e associacdes com as alteracdes morfofisioldgicas. O estado oxidativo ¢ caracterizado por um
complexo balango entre a demanda oxidativa, promovida pela formagdo de ROS no sistema e sua remogdo através de
diversos mecanismos. Todos os constituintes do sistema antioxidante podem ter suas concentragdes alteradas na DCBA
e sdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de suas alteracbes metabolicas [66—68]. Alguns elementos
nutricionais sdo capazes de promover a modifica¢do dos niveis antioxidantes, como o proprio consumo de vitamina E,
que além da elevagdo da fragdo ndo enzimatica, € capaz de promover o aumento das concentragcdes de SOD e CAT [69],
além de reduzir os niveis de &cido trico, por promover sua excre¢do [70]. Lipidios sdo capazes de promover o aumento
da expressdo das enzimas SOD e CAT. O colesterol, por exemplo, aumenta a sintese da isoforma mitocondrial de SOD
[71], enquanto a ingesta de gordura ¢ capaz de eclevar seletivamente as concentragdes de CAT [72]. Alteragdes
morfométricas, como o aumento da adiposidade, também sdo relacionadas a modificacdo destas defesas, como a elevagdo
de sintese da isoforma extracelular de SOD, possivelmente em uma tentativa de adaptagdo compensatdria [73].

Embora, de forma sistémica, o aumento de defesas antioxidantes seja benéfico no combate a
obesidade e suas complicacdes [74], sua origem pode ser contraproducente. Enquanto, em tecidos como figado [75] e
musculo [76] este aumento possa promover sensibilidade a insulina, no tecido adiposo a superexpressdo de CAT produz
efeito nocivo, exacerbando os danos metabdlicos e reduzindo a obesidade promovida por uma dieta hiperlipidica [77],
similar ao relatado neste estudo. Esse tipo de aumento seletivo de CAT no tecido adiposo, como indicado pelas correlagdes
deste trabalho, é condizente com a hipdtese da estimulagdo do PPAR-y [78].

A nutri¢do também esta relacionada a produg¢do de ROS, por exemplo, o excesso nutricional de
lipidios e agucares podem levar a sua produgdo exacerbada pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial ou pela
estimulagdo da enzima NADPH oxidase 4 (NOX4) [9]. O consumo excessivo de agucares favorece a glicacdo de
proteinas, estimulando a produgdo de ROS pela formacao de produtos finais da glicagao avangada [79]. O figado fornece
um meio de comunicagdo e regulagdo entre os estimulos nutricionais e o sistémico, podendo produzir ROS a partir de
ambas as vias [80]. As correlagdes encontradas neste estudo apontam para o papel fundamental da dieta e do figado na
promocao de um estado de estresse oxidativo sistémico, condizente com a lipotoxicidade por deposicdo ectdpica de
gordura e resisténcia a insulina [9]. Nossos resultados indicam que a contribuigdo da dieta e do figado sdo tdo relevantes
quanto a adiposidade no desenvolvimento da DCBA e de suas comorbidades.

Em suma, nossos achados se somam a outros indicando uma maior e mais complexa interagao entre
nutri¢do, sindrome metabolica e obesidade do que previamente especulado [23, 24]. Propomos que a composi¢ao
nutricional da dieta e seus efeitos sobre a regulagao metabdlica e oxidativa do figado sdo tdo importantes quanto alteragdes
do tecido adiposo para promog¢do de danos metabodlicas e estresse oxidativo associados a DCBA. Além disso,
demonstramos que dietas com alta quantidade de carboidratos podem promover obesidade com caracteristicas
metabdlicas especificas. Também apresentamos dois novos modelos potenciais para o estudo de subgrupos clinicos pouco

explorados, um para Disturbio Metabdlico sem Obesidade, outro para Obesidade Metabolicamente Saudavel.
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Composi¢ao nutricional das diferentes racoes utilizadas

C NL HLG

Energia (kcal/kg) 3437 3704 4633
Net Carboidratos (g/kg) 476 599 367
Fibra (g/kg) 76 73 87

Actcar Adicionado (g/kg) 0 0 117,4
Lipideos (g/kg) 44 56 252
Colesterol (mg/kg) 0 380 652
Proteina (g/kg) 219 154 192

Ambas as ragdes experimentais, NL ¢ HLG, foram formuladas atendendo as recomendagdes nutricionais da
“National Research Council (US) Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition. Nutrient Requirements of
Laboratory Animals: Fourth Revised Edition, 1995.” para animais em fase de crescimento.

Formulacio de racoes experimentais

NL (g) HLG (g)
Proteina Isolada de Soja 100 100
Gluten de Trigo 25 25
Ovo integral em pé 25 25
Amido de Milho 474 -
Milho Degermado 100 100
Maltodextrina 100 100
Sucrose - 100
Farelo de Trigo 50 50
Psyllium 25 25
Farinha de Coco 100 100
Castanha do Para 5 5
Banha de Porco - 155
Levedura 25 25
Aditivo Vitaminico Mineral 40 40
Total 1069 850

As ragdes foram prepadas atendendo as recomendagdes da “National Research Council (US) Subcommittee on
Laboratory Animal Nutrition. Nutrient Requirements of Laboratory Animals: Fourth Revised Edition, 1995.” e
secadas em estufa a 60°C por 72h.

Aditivo Vitaminico Mineral

Vitamina B1 (mg) 11
Vitamina B2 (mg) 3
Vitamina B3 (mg) 20
Vitamina BS (mg) 10
Vitamina B6 (mg) 6
Vitamina B12 (mcg) 40
) Biotina (mcg) 200
Acido Félico (mcg) 200
Vitamina A (mcg) 3000
Vitamina D (mcg) 55
Vitamina E (mg) 43
Vitamina K3 (mg) 2
Ca (mg) 3700
P (mg) 570
Na (mg) 420
K (mg) 1020
F (mg) 5,7
Mg (mg) 230
Zn (mg) 50
Fe (mg) 50
I (mg) 1,44

Mn (mg) 50
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Co (mcg) 100
Se (mcg) 2000
S (mg) 840
Metionina (g) 5,2
Colina (mg) 100
Dextrose (g) 1

Valores referentes aos 40g do aditivo. Composicdo: Carbonato de Calcio, carbonato de magnésio, fosfato bicalcico, iodato
de potassio, cloreto de potassio, cloreto de sodio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de ferro, sulfato de manganés,
sulfato de magnésio, sulfato de zinco, oxido de zinco, selenito de sddio, enxofre ventilado, tiamina HCI, riboflavina, acido
nicotinico, pantotenato de calcio, piridoxina HCI, cianocobalamina, biotina, acido félico, vitamina A acetato, vitamina
D3, vitamina E acetato, bissulfato sddico de menadiona, cloreto de colina, DL-metionina.
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F Weight = Peso Final; AWeight % = Variacdo de peso em porcentagem do peso basal; Adipo = Adiposidade;
rWAT/iIWAT = Razdo de tecido adiposo retroperitoneal por tecido adiposo inguinal; iWAT% = Porcentagem relativa
do tecido adiposo inguinal; iIWAT@ = Diametro dos adipocitos do tecido adiposo inguinal; iWAT N° = Numero de
adip6citos no tecido adiposo inguinal; rWAT% = Porcentagem relativa do tecido adiposo retroperitoneal; IWAT@ =
Diametro dos adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal; rWAT N° = Numero de adip6citos no tecido adiposo
retroperitoneal; Hep TG = Triglicerideos Hepaticos; Hep Col = Colesterol Hepatico; Hep Gli = Glicogénio Hepatico;
Hep Glu = Glucose Hepatica; kcal = Consumo calérico total; DFat = Gordura dietética; DCol = Colesterol dietético;
DCarb = Carboidratos dietéticos; DSug = Agucares Dietéticos; Vit E = a-tocoferol dietético; AUC GTT = Area sobre a
curva no teste de tolerancia a glicose; AUC ITT = Area sobre a curva no teste de tolerdncia a insulina; Fruc =
Frutosaminas séricas; TG = Triglicerideos séricos; T-C = Colesterol total sérico; HDL = Colesterol de alta densidade
sérico; Non-HDL = Colesterol de ndo alta densidade sérico; FFA = Acidos Graxos Livres séricos; GT = Glutationa total
sérica; GSH = Glutationa sérica; GSSG = Glutationa bissulfito sérica; GSSG/GSH = Razio entre glutationa bissulfito e
glutationa; SOD = Superdxido dismutase sérica; CAT = Catalase sérica; TBARS = Lipoperoxidaggo segundo tecida de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico; FRAP = Antioxidantes ndo enzimaticos segundo método de poder
antioxidante redutor de ferro; U.A. = Acido trico sérico; TOX = Espécies reativas de oxigénio totais séricas segundo
método de FOX-1; Redox Balance = Razdo entre FRAP ¢ TOX. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001



ANEXOS

Anexo 1: Parecer CEUA

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 074/2022 Londrina, 08 d¢ sctembro dec 2022,
Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: “EFEITOS DO CILOSTAZOL NOS PARAMETROS
MORFOFISIOLOGICOS DE RATOS COM OBESIDADE INDUZIDA”, protocolo CEUA n® 032.2022 sob a
responsabilidade de Fibio Goulart de Andrade que envolve a produgio, manutengdo e/ou utilizagao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
dc Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em reunido do dia 08/09/2022,

Este projeto tem por objetivo avaliar os efeitos do tratamento com cilostazol em ratos Wistar
durante a indugdo de obesidade por alimentagdo hiperlipidica. Grau de invasidade: GI2.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa cicntifica

Vigéncia da autorizacio | 26/09/22 a 26/09/25

Espécie/ linhagem/ raga Rato heterogénico/Wistar

N° de animais 55

Peso/ Idade 90 dias/250 a 300g

Sexo Machos

Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina — UEL.

Amostras a serem | Sangue, lesticulos e epididimos, prostata, ductos deferentes, figado,
coletadas glandulas adrenais, rins, aorta, coracdao, musculo sélco, musculo

gastrocnémio, osso fémur, tecido adiposo subcutaneo, tecido adiposo
marrom, tecido adiposo perivascular

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execucao
das modificagdes.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), em até 30 dias da finalizacdo do projeto de pesquisa ou
extensiio envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é
necessario encaminhar relatorio da descri¢io de uso de animais para ceua@uel.br, conforme
modelo disponivel no site da CEUA: http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-
projetos.php.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para 0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

Prof* Dr“/@?é%%{t}/%mndini

Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a. Fabio Goulart de Andrade
Prof. (a) Dr (a). Responsavel pelo projeto
C/C para a Chefia dec Departamento de Histologia/CCB
/C para a Direcdo do Centro de Ciéncias Biologicas/CCB

Campus Universitirio: Rodevix Celso Garcia Cid (PR 445), ke 389 - Fone (043) 33714000 PABX - Fax 33284440 - Caixa Postal 10011 - CEF 86057.970 - Luternet bitp=/www uelbr
LONDRINA PARANA - BRASIL
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