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RESUMO

Introducao: A existéncia da obesidade e de desnutricao atualmente sdao fatores de risco a
saude. Alteragdes fisiologicas (estresse oxidativo e inflamatdrio) e risco de comorbidades
estao vinculados a esses disturbios. As alteragdes promovidas pela excesso de peso ou mal
nutricdo sdo investigadas no tecido hipocampal, responsavel pela memoria, emocgdes,
cognig¢do, entre outros. Objetivo: Analisar o desempenho de dietas que induzem a obesidade
e a desnutrigdo em camundongos C57BL/6, assim como verificar o estresse oxidativo no
hipocampo desses animais. Metodologia: Trata-se de um estudo experimental em
camundongos C57BL/6, durante 52 dias desde o nascimento dos animais. 3 grupos
homogéneos alimentados com Dieta Hiperlipidica (DH) e Dieta Regional Basica (DRB) e
controle. No 52° os animais foram eutanasiados para analise fisica e resultados do tecido
hipocampal sobre estresse oxidativo. Resultados e Discussdo: Ao fim do experimento, os
animais foram pesados para verificagao do ganho de peso desde o nascimento, o grupo DRB
apresentou menor peso (200%), quando comparado ao controle (280%), enquanto o grupo DH
apresentou indices de excesso de peso (625%). Em relacdo ao perfil oxidativo, foi observado
maior producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) no grupos DH e DRB comparado
ao controle, animais obesos tiveram superioridade na produ¢do de EROs, assim como maior
peroxidacao lipidica. Consideracdées Finais: DH ¢ DRB propiciam maior estresse oxidativo
no hipocampo de camundongos C57BL/6, distirbios que afetam a fisiologia desses animais,
principalmente a obesidade estdo correlacionadas com a maior presenga de EROs hipocampal,
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INTRODUCAO

A existéncia tanto de obesidade, como a de desnutricdo coexistindo em
comunidades atuais caracteriza a chamada “Transicdo Nutricional”, onde comorbidades
vinculadas a esses dois distirbios sdo apresentadas atualmente e sdo fatores de risco a saude
humana relacionados a grande consumo de alimentos ou ao baixo consumo, até mesmo a

baixa nutricdo de nutrientes essenciais (COUTINHO. GENTIL; TORAL, 2008).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade ¢é caracterizada
pelo acimulo exacerbado de lipideos, levando a alteracdes na pressdo sanguinea, colesterol,
triglicerideos e resisténcia a insulina. O acumulo de massa corporal pode gerar outras
comorbidades, como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, acidente vascular

encefalico, dislipidemias, entre outros (OMS, 2019).

A desnutri¢do refere-se a baixa ingestdo ou desequilibrios de nutrientes, existindo
alguns tipos de desnutrigdo, na desnutricdio o ser humano pode apresentar baixo
desenvolvimento, assim como comprometimento imunoldgico e a perda de peso caracteristica
da comorbidade, o que deixa o organismo mais vulneravel a outras doencgas, assim agravando
o quadro do individuo (SAWAYA, 2006; OMS, 2018). Dados da OMS (2018) informam que
mais de 400 milhdes de adultos apresentam baixo peso, cerca de 45% das mortes entre

criangas menores de 5 anos estdo ligadas a desnutricao (OMS, 2018)

Esses dois distarbios afetam a saide humana de tal forma, que podem provocar
respostas inflamatorias € aumento do estresse oxidativo. A hipertrofia e hiperplasia ocorridos
em adipocitos (células de gordura) na obesidade, promovem a inflamagado cronica sistémica e
a maior producdo de citocinas (FRANCISQUETI; NASCIMENTO; CORREA, 2015).
Portanto dietas hiperlipidicas, caracteristicas da obesidade levam ao estresse oxidativo com a
maior producdo de radicais livres, podendo interferir na fungdo mitocondrial de células
(EFFTING et al., 2019). A baixa ingesta calorica levando a desnutri¢do também ¢ associado a
maior perfil inflamatério e estresse oxidativo (GUSMAO et al.,, 2010), niveis de nutrientes
antioxidantes que atuam prevenindo o estresse oxidativo sao menores em pacientes
desnutridos, assim promovendo maior agravamento a condi¢do do individuo (GHONE, et al.,

2013).



Estudos em torno do hipocampo, estrutura localizada no cérebro, responsavel
pelas memorias, assim como regulacdo de emogdes e cognicao com a influéncia da obesidade
e desnutri¢do tém sido conduzidos pelo mundo, onde em alguns resultados mostram
alteragdes no desenvolvimento da estrutura e estresse oxidativo (CHERBUIN et al., 2015;

MORRISON, et al., 2010).

Diante disso, o objetivo do atual estudo ¢ analisar o desempenho de dietas que
induzem a obesidade e a desnutricdo em camundongos C57BL/6, assim como verificar o

estresse oxidativo no hipocampo desses animais.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental onde foram utilizados camundongos C57BL/6J,
aclimatados no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, com
livre acesso a dgua e comida. O Comité de Etica do biotério da Faculdade de Medicina da
UFC aprovou todos os protocolos experimentais. (Protocolo 2-2016).

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas com no maximo 5 animais por
gaiola com acesso livre a dgua e racdo livre apos o desmame. Para o experimento completo
foram utilizados 46 animais. As carcacas apos o descarte foram colocadas em freezer
adequado e levadas ao incinerador. Para avaliar o ganho de peso, os camundongos foram
pesados 3 vezes por semana, sempre no mesmo horario com o objetivo de mensurar as
variagdes de peso que os grupos experimentais apresentavam de acordo com o protocolo
adotado.

Delineamento Experimental

Camundongos recém-nascidos amamentados foram selecionados aleatoriamente para trés
grupos experimentais, com maes recebendo dieta regional basica (DRB) ou dieta hiperlipidica
(DH), comegando 10 dias apo6s o parto. Os controles receberam a dieta padrdo (CTL). No dia
21, os filhotes foram desmamados ¢ continuaram com a dieta inicial até os 52 dias de idade.
Dietas

A DRB ¢ moderadamente deficiente em proteinas e gorduras (82% de carboidratos, 6% de
proteina, 2% de gordura), enquanto a DH ¢ rica em lipidios (21% de carboidratos, 18% de

proteinas, 60% de gordura).



Determinacao de marcadores de estresse oxidativo

Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) no hipocampo foram medidos
pelo ensaio N,N-dietil-pera-fenilenodiamina (DEPPD). Foi pipetado 5pL de hipocampo, em
seguida foram adicionados a 140 pL de tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 4,8) a 37 ° C em
uma placa de 96 pogos. As amostras foram coletadas em triplicata e 100 uL. da solugdo mista
de DEPPD e sulfato ferroso na propor¢ao de 1:25 foram adicionados a cada poco para iniciar
a reagdo. A placa foi entdo incubada a 37° C, durante 5 min, e a absorbancia foi medida por
um leitor de placas de espectrofotometria (Biotek, Synergy HT), a 505 nm. Os niveis de
EROs foram calculados a partir de uma curva de calibracdo e expressos como peroxido de
hidrogénio (H202) equivalente (1 unidade = 1,0 mg H202/L). A curva de calibrag¢do para
solucdo padrdao foi obtida calculando-se inclinagdes a partir de um grafico de densidade
optica.

O ensaio de EROs ao 4cido tiobarbitirico (TBARSs) foi utilizado para avaliar os
produtos da peroxidagdo lipidica, via malondialdeido (MDA). Resumidamente, 100 pL de
sobrenadantes dos tecidos foram incubados a temperatura ambiente no escuro por 1 h em uma
solugdo de TBA juntamente com butilhidroxitolueno (BHT; Sigma-Aldrich) e um catalisador
(cloreto de ferro III; Sigma-Aldrich). Em seguida, as amostras foram incubadas a 95-100 °C
por 60 minutos e seguidas por extragdo com butanol. Os sobrenadantes foram lidos em
espectrofotometro a 532 nm (Biotek, Synergy HT) e a concentragdo de MDA foi calculada em
relacdo a uma curva de calibracdo utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma-Aldrich)
(intervalo: 0,1-83,5 uM). Os resultados foram expressos como M/mg de tecido hipocampal.
Estatistica

Os dados representam a média + erro padrao da média (EPM), um minimo de 6
animais por grupo. A analise estatistica de ganho de peso e analise de Sholl foi realizada
utilizando ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Dunnett.
Em relacdo as demais abordagens experimentais, a andlise estatistica foi realizada pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido do pods-teste de Dunn para comparagdes multiplas. Todas as
demandas estatisticas foram calculadas usando o GraphPad Prism 6.0. O nivel de

significancia foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Inicialmente, até o 10° de vida, os filhotes comegaram a receber a dieta por leite
materno, apés o periodo estabelecido, no 21° os filhotes foram colocados em desmame e

retomaram a dieta inicial até o 52° dia do experimento.

Observou-se mudangas nos pesos dos animais a partir do 25° dia, onde o grupo
alimentado com dieta DH apresentou maior ganho de peso (625%), em contrapartida, o grupo
DRB apresentou pesagem mais baixa (200%) comparado ao grupo DH e ao controle (280%)

do nascimento até o ltimo dia de experimento (Figura 1).

Figura 1 - Ganho de peso (%) dos camundongos apds inicio da dieta até o
sacrificio.
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Fonte: Autores, 2019.

No 52° dia, houve a eutanasia dos animais e antes do procedimento, aconteceu a
verifica¢do do estado fisico/nutricional, como mostrado na Figura 2. Animais expostos a dieta
DRB apresentaram maiores indices de desnutri¢ao energético proteica, onde esta alimentagao
apresenta baixa oferta de proteina e gorduras. O grupo submetido a DH manifestou maior
concentragdo de adiposidade nos tecidos, consequentemente elevagdo do peso quando

comparado ao controle.

Figura 2 - Imagens da condi¢ao fisica em camundongos C57BL/6 apds eutandsia.
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Em relacdo aos parametros bioquimicos relacionados ao comportamento
oxidativo. Houve maior producdo de EROs hipocampal em animais alimentados com DH e
DRB comparado ao controle. Os niveis mais altos ocorreram em camundongos obesos,
reforcando a influéncia da comorbidade no estresse oxidativo. Todavia, animais induzidos a

desnutricdo também apresentam niveis elevados de EROs, maiores do que no controle, mas,

menores do que DH (Figura 3).

Figura 3 - Analise de EROs hipocampal.
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Acerca da peroxidacdo lipidica relacionada ao estresse oxidativo presente no
tecido do hipocampo dos camundongos (Figura 4). Animais submetidos a DH apresentaram o
maior nivel de MDA e consequentemente maior lipoperoxidacao, podendo haver danificagao
maior nas membranas celulares de células presente no hipocampo, ocorrendo lesdes e
alteragdes fisiologicas celulares. Em animais com DRB apresentou menor teor de MDA no
hipocampo, a dieta inversamente a DH, apresenta niveis mais baixos de gordura,

correlacionando o nutriente com a peroxidacao lipidica em camundongos.

Figura 4 - Analise de MDA hipocampal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O experimento reforca a influéncia da nutricdo no tecido hipocampal, além da
mudang¢a da composi¢ao corporal. Dietas ricas em gorduras ou pobres em proteina propiciam
maior estresse oxidativo no hipocampo de camundongos C57BL/6, disturbios que afetam a
fisiologia desses animais, principalmente a obesidade estdo correlacionadas com a maior
presenca de EROs hipocampal, assim como maior peroxidagdo lipidica e dano a fisiologia

celular.
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