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RESUMO

Introdugao: A obesidade é considerada epidemia mundial e um grave problema de
saude publica do século XXI. O consumo de dietas hipercaléricas pode ser o
principal contribuinte para a atual epidemia de sobrepeso, obesidade e suas
comorbidades em todo o mundo. O excesso de tecido adiposo afeta o metabolismo
mitocondrial, contribuindo para o desenvolvimento de estresse oxidativo. Outro
aspecto importante € a relacédo entre obesidade e doengas metabdlicas com estado
crénico de inflamacao. Objetivo: Investigar a influéncia de trés tipos de dietas
hipercaléricas sobre parametros metabdlicos, inflamatérios e de estresse oxidativo
em modelo experimental. Material e Métodos: Este estudo foi aprovado pela
Comissédo Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo
(08/2016). Ratos Wistar (n=40), com 30 dias de idade, foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos: controle (C), hiperglicidico rico em sacarose (HS),
hiperlipidico (HL), hiperlipidico com sacarose (HLS) por 20 semanas. Os perfis
nutricional, metabdlico, hormonal e bioquimico, bem como as analises histoldgicas
dos tecidos adiposo e hepatico foram avaliados. A inflamacgéao foi avaliada por meio
da analise dos niveis séricos de marcadores inflamatérios, como a interleucina 6 (IL-
6) e adiponectina. A atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) no soro e os biomarcadores de estresse oxidativo no soro e
homogenatos de tecido adiposo visceral e epididimal (malondialdeido - MDA e
proteinas carboniladas) foram determinados. Os dados foram expressos como
meédia * erro padrao da média ou mediana * intervalo interquartil, sendo submetidos
a analise de variancia (ANOVA) uma via (dieta) para amostras independentes e
duas vias (dieta e tempo) para o modelo de medidas repetidas, complementadas
com o teste post hoc de Tukey e/ou Kruskal-Wallis. O nivel de significAncia adotado
foi 5%. Resultados: O HL promoveu obesidade com elevacgéao significativa do peso
corporal final (HL: 658 + 43 vs. C: 525 + 17 e HS: 543 + 16, p<0,05), gordura
corporal (HL: 71 £ 7 vs. C: 44 £ 2 e HS: 44 + 4, p<0,05) e indice de adiposidade (HL:
11+1vs. C:84+03eHS:7,9+x0,5, p<0,05) em relacao aos grupos C e HS. As
comorbidades associadas a obesidade foram a intolerancia a glicose visualizada por
maior area sob a curva glicémica (ASC) nos grupos HL e HLS que o C (HL = 1521 +
57 e HLS = 1460 + 45 vs. C = 1234 + 65, p<0,05). Em adicado, foi visualizado
hipertensao arterial em todos os grupos experimentais quando comparados ao C.
Em relagcdo aos parametros hormonais e bioquimicos, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos experimentais. Os grupos experimentais apresentaram
aumento na deposicdo de goticulas de gordura no tecido hepatico quando
comparados ao grupo C, embora as areas dos adipocitos tenham sido similares. As
concentragcbes dos biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e proteinas
carboniladas) no soro e tecido adiposo visceral e epididimal foram similares entre os
grupos. Além disso, ndo houve diferenga significativa para a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT no soro. Os marcadores inflamatérios (IL-6 e
adiponectina) também apresentaram resultados similares entre os grupos.
Conclusao: O modelo hiperlipidico isoladamente foi eficaz no desencadeamento da
obesidade e comorbidades associadas, contudo todos os modelos experimentais de
dietas hipercaléricas foram incapazes de promover estresse oxidativo e inflamacao.

Palavras-chaves: Obesidade. Dietas Hipercal6ricas. Inflamacao. Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is considered a worldwide epidemic and a serious public
health problem of the 215t century. The consumption of hypercaloric diets can be the
main contributor to the current epidemic of overweight, obesity and comorbidities in
all over the world. Excess adipose tissue affects the mitochondrial metabolism,
contributing to the development of oxidative stress. Another important aspect is the
relationship between obesity and metabolic diseases with chronic state of
inflammation. Objective: Investigate the influence of three types of hyper caloric
diets on metabolic parameters, inflammatory and oxidative stress in experimental
model. Material and Methods: This study was approved by the Ethical Commission
on the Use of Animals of the Federal University of Espirito Santo (08/2016). Thirty-
day-old male Wistar rats (n = 40) were randomized into four groups: control (C), high-
sucrose (HS), high-fat (HF) and high-fat with sucrose (HFS) for 20 weeks. Nutritional,
metabolic, hormonal and biochemical profiles as well as the histological analyzes of
adipose and hepatic tissues were performed. Inflammation was assessed by serum
levels of inflammatory markers such as interleukin 6 (IL-6) and adiponectin. Activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in serum and
biomarkers of oxidative stress in serum and homogenates of visceral and epididymal
adipose tissue (malondialdehyde (MDA) and carbonylated proteins) were
determined. Data were expressed as mean * standard error of the mean or median +
interquartile range, and were submitted to analysis of variance (ANOVA) one-way for
independent samples (diet) and two-way (diet and time) for the repeated measures
model, complemented with the Tukey's and/or Kruskal-Wallis post hoc test. The level
of significance was 5%. Results: HF promoted obesity with a significant increase in
final body weight (HF: 658 + 43 vs. C: 525 + 17 and HS: 543 + 16, p<0.05), body fat
(HF: 71 £ 7 vs. C: 44 £ 2 and HS: 44 £ 4, p<0.05) and adiposity index (HF: 11 £ 1 vs.
C: 84 +0.3and HS: 7.9 + 0.5, p<0.0%5) in relation to C and HS. The comorbidities
associated with obesity were the glucose intolerance visualized by higher area under
the glycemic curve (AUC) in the HF and HFS groups than C (C = 1234 £ 65 vs. HF =
1521 £ 57 and HFS = 1460 % 45, p <0.05). In addition, hypertension was visualized in
all experimental groups when compared to C. In relation to the hormonal and
biochemical parameters, there was no significant difference between the
experimental groups. The experimental groups showed increased fat droplets
deposition in the hepatic tissue when compared to group C, although the adipocyte
areas were similar. The concentrations of oxidative stress biomarkers (MDA and
carbonylated proteins) in serum and visceral and epididymal adipose tissue were
similar between the groups. In addition, there was no significant difference for the
activity of the antioxidant enzymes SOD and CAT in the serum. Inflammatory
markers (IL-6 and adiponectin) also showed similar results between groups.
Conclusion: The hyperlipid model was effective in triggering obesity and
comorbidities associated, but all experimental models of hypercaloric diets were
unable to promote oxidative stress and inflammation.

Keywords: Obesity. Hypercaloric Diets. Inflammation. Oxidative Stress.



ADP
AGL
ANOVA
ANT
ASC
ATP

C

CA
CAT
CEUA
CETP
CONCEA
CT
DHGNA
DNA
DNPH
EA
ELISA
EPM
ERN
ERO
FADH
FC

FCO
GC
GLUT4
GSH
GSH-Rd
GSH-Px
G6PC
HDL

HE

HL

HLS
HOMA-IR
HS

IA

IC

IL-1

IL-2

IL-6

IL-8

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina Difosfato

Acido Graxo Livre

Analise de Variancia

Translocador de Nucleotideos de Adenosina
Area sob a Curva

Adenosina Trifosfato

Grupo Controle

Consumo Alimentar

Catalase

Comissao de Etica no Uso de Animais
Proteina de Transferéncia de Colesterol Esterificado
Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal
Colesterol Total

Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica
Acido Desoxirribonucléico

Derivatizador 2,4-Dinitrofenil-hidrazina
Eficiéncia Alimentar

Ensaio Imunoenzimatico

Erro Padrao da Média

Espécies Reativas de Nitrogénio

Espécies Reativas de Oxigénio

Flavina Adenina Dinucleotideo

Frequéncia Cardiaca

Farinha de Carne e Ossos

Gordura Corporal

Transportador de Glicose 4

Glutationa Reduzida

Glutationa Redutase

Glutationa Peroxidase
Glicose-6-Fosfatase

Lipoproteinade Alta Densidade
Hematoxilina-Eosina

Grupo Hiperlipidico

Grupo Hiperlipidico com Sacarose
Homeostatic Model Assessment - Insulin Resistance
Grupo Hiperglicidico

indice de Adiposidade

Ingestao Caldrica

Interleucina 1

Interleucina 2

Interleucina 6

Interleucina 8



IL-10
IMC
LDL
LPS
MDA
NADH
NADPH
NO
OMS
PA
PAD
PAI-1
PAS
PBS
PC
PCF
PCI
PCR
POF
RMSE
RNAmM
SOD
TAB
TAM
TBA
TBARS
TCA
TG
TNF-a
TLR4
TTG
UNIPEX

Interleucina 10

indice de Massa Corporal

Lipoproteina de Baixa Densidade
Lipopolissacarideos

Malondialdeido

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido
Oxido Nitrico

Organizacao Mundial de Saude

Pressao Arterial

Pressao Arterial Diastélica

Inibidor do Ativador do Plasminogénio Tipo 1
Pressao Arterial Sistélica

Tampao Fosfato de Sédio

Peso Corporal

Peso Corporal Final

Peso Corporal Inicial

Proteina C Reativa

Pesquisa de Orcamento Familiar
Ressonancia Magnética de Spin Eletrénico
RNA Mensageiro

Superoéxido Dismutase

Tecido Adiposo Branco

Tecido Adiposo Marrom

Acido Tiobarbittrico

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico
Acido Tricloroacético

Triglicerideos

Fator de Necrose Tumoral Alfa

Toll Like-4 Receptors

Teste de Tolerancia a Glicose

Unidade de Pesquisa Experimental



LISTA DE QUADROS
Quadro 1 - Classificacdo e Nomenclatura das Espécies Reativas de Oxigénio e
I\ [T 0o 11 oo 1 PSSR 22
Quadro 2 - Composicao das Dietas Experimentais...............cccccoi 48

Quadro 3 - Composicao de Macronutrientes e Densidade Calérica das Ragdes .....48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Cadeia Transportadora de EIetrons ..............cccoooiiiiiiiiiiiiii e, 24
Figura 2 - Reducgéao Tetravalente da Molécula de O2 na Mitocdndria ....................... 24
Figura 3 - Potenciais Mecanismos Envolvidos na Geracao de Estresse Oxidativo na
Patogénese da Obesidade e o Papel do Estresse Oxidativo no Desenvolvimento de
Riscos para a Saude Associados a Obesidade...........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiies 27

Figura 4 - Componentes do TAB ........ooo e 35

Figura 5 - Marcadores Inflamatérios e Proteinas de Fase Aguda Secretadas pelo

172 = 2RO UPERRR 36
Figura 6 - Representacdo Esquematica do Protocolo Experimental ........................ 46
Figura 7 - Depositos de Gordura Epididimal, Retroperitoneal e Visceral.................. 49

Figura 8 - Representacao Esquematica do Protocolo de Afericado da Pressao Arterial

.................................................................................................................................. 50
Figura 9 - Evolugcao Semanal do Peso Corporal dos Grupos Experimentais ........... 59
Figura 10 - Glicemia Basal e Area sobre a Curva GlicEmica............cccccovvveeveevrcennnn 63
Figura 11 - Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca .............ccccvviieeiiiiiiiiiiiiiiieeee. 64

Figura 12 - Efeito da Ingestao de Diferentes Dietas Hipercaldricas na Inducao de

Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica de Ratos Wistar apdés 20 Semanas...... 65

Figura 13 - Efeito da Ingestao de Diferentes Dietas Hipercaléricas no Tamanho do

Adipécito Visceral de Ratos Wistar ap6s 20 Semanas.........cccooeeevveeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 66



LISTA DE FIGURAS

Figura 14 - MDA e Proteinas Carboniladas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - CaracteriStiCas GeIaiS. ... .cu e 61
Tabela 2 - Caracteristicas ANMENTAreS ...... .o 62
Tabela 3 - Parametros Metabolicos € HOrmMONAIS «....oenveeieeieeeee e 63

Tabela 4 - Biomarcadores Séricos de Estresse Oxidativo e Atividade de Enzimas
Y AN a) (o) ([0 F=T a1 (=TT 67

Tabela 5 = Perfil INflamatorio..... .o 69



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ctees s s e e sasas s e s sasssss e sasasss e e essasssssnssssasssnensssnans 16
2 REVISAO DE LITERATURA .......oocieteteeceree s s eseessss e e e s sas e e e sssasssssnsees 20
2.1 OBESIDADE ...ttt 20
2.2 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO......coiiiiiiiiee e 21
2.3 OBESIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO ....ooiiiiiiiiiee e 26
2.4 DIETAS HIPERCALORICAS E ESTRESSE OXIDATIVO........ccccoveveveeeeennnnae, 31
2.5 INFLAMAGAO ...ttt 33
2.6 OBESIDADE E INFLAMAGAO.........ouioeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
2.6.1 Marcadores Inflamatérios na Obesidade ..o, 37
120G TR e T I8N o S 37
2.8.1.2 IL-B. ettt e e abe e e aneea e 39
2.6. 1.3 LePHINA e 40
2.6.1.4 AdIPONECHING .....uuiieiiie e 40

B 0 = I Y 43
4 MATERIAL E METODOS ......oceviueeerereeetesssssssssesssessssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnes 45
4.1 ANIMALS .ttt e et e e e e e e e e e e ae e e e e e e anee e e e e e anneeeeeeannes 45
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ....ooiiiiiii e 46
4.3 FORMULACAO E COMPOSICAO DAS DIETAS......ccooiiieeeecieeee e 47
4.3.1 FOIMUIAGAO ... ..uiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeenanens 47

T JC T2 O7o 13 g1 o Yo 1= o= Lo J PR 47

4.4 AVALIACAO NUTRICIONAL. ...t 49
4.5 COMORBIDADES...... ..ottt sttt et e e e nae e anneas 49
4.5.1 Press@o Arterial .........oooo i 49
4.5.2 Teste de Tolerancia @ GlICOSE ..........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie e 50

4.5.3 Perfil LIPIAICO ...ceiiiiiiieieeeee et 51



4.5.4 Dosagem Sérica de Leptina.........ooooviiiiiiii i 51

4.6 ANALISES HISTOLOGICAS ... 52
73 ST I I =Tor o [o TN (=T 0= 117 J U ESPRP 52
4.6.2 Tecido AdIPOSO ViISCEral .......ccooevuuiiiiiiiie e 52

4.7 BIOMARCADORES OXIDANTES E ANTIOXIDANTES .......cocooiiiiieiieeee. 53
Procedimentos TECNICOS. ........uuiiiiiiiiiiie e 53
A /13O 54
4.7.2 Proteinas Carboniladas ..............ooiiiiiiiiiiiiii e 55
4.7.3 Determinacao da Atividade Séricade SOD ..........ccoooeviiiiiiiiiiiiiiii e, 55
4.7.4 Determinacao da Atividade Séricade CAT ........ovvceiiiiiiiiiiiiiici e, 56

4.8 PERFIL INFLAMATORIO.......cooioiieieeeeeeeeee e 56

4.9 ANALISE ESTATISTICA ...t 56

B RESULTADOS.......o i iiiiiierersassss e s s s ssssme s s s s s sse s e s s msee s s e s s mns e s sassmns e s ssssnnnnssassnns 59

5.1 EVOLUGAO DO PESO CORPORAL.......cocuiieiecieeieeeeteeee e, 59

5.2 CARACTERISTICAS GERAIS ........cooeeeeeeeeeeeeeeeee e, 60

5.3 COMORBIDADES.........ooiitieiie ettt e e enaee e 62

5.4 ANALISES HISTOLOGICAS.........oeeeeeeeeeeeeeeee e, 64

5.5 BIOMARCADORES OXIDANTES E ANTIOXIDANTES ......ccooiiiiiieeeeee 67

5.6 PERFIL INFLAMATORIO.........cuouiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 69

B DISCUSSAD ...ttt eae e eesae e sss e s s as e ae e sae st sasse s sae e sas et sas s enesensnanaes 71
7 CONCLUSAOQ ...ttt eeeasas e e e easss s e s st sasss et sasse e e s sasassenessssasssnsnsssnans 88
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS .................... 126

APROVACAO DE SOLICITACAO DE ADENDO DE INCLUSAO A COMISSAO DE
ETICANO USO DE ANIMAIS ..o e e, 127



Sntrodugio



