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RESUMO

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) ¢ uma doenca de prevaléncia
crescente e fortemente associada ao desequilibrio redox e a perda da homeostase glicémica.
O desenvolvimento de modelos in vivo que mimetizem caracteristicas fisiopatologicas da
mesma ¢ essencial para a descoberta e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Validar
um modelo de DHGNA associado ao desequilibrio redox e a intolerancia a glicose, induzida
por dieta hiperlipidica, de baixo custo e facil reprodutibilidade. Dezesseis camundongos
Swiss receberam dieta hiperlipidica, durante 10 semanas. Durante todo o experimento foram
avaliados peso corporal, tolerancia a glicose, marcadores do estresse oxidativo e morfologia
hepatica. A dieta hiperlipidica promoveu um aumento significativo dos niveis de
triglicerideos (p<0,05) e do peso do tecido hepatico (p<0,01), além de severa inflamagao,
necrose e esteatose dos hepatocitos. Os animais que seguira a DH (dieta hiperlipidica)
apresentaram ainda, uma menor tolerancia a glicose (p<0,05), entretanto ndo apresentaram
reducdo dos grupamentos tidis. O modelo de DHGNA, induzida por DH, foi associada a
danos histologicos hepaticos e a intolerdncia a glicose, entretanto ndo apresentou
desequilibrio redox, sendo um modelo invidvel para estudos com tratamentos com
antioxidantes. O trabalho teve por objetivo validar um modelo de DHGNA induzido por
dieta hiperlipidica associada a alteracdes na resposta glicémica e sem modificacdes na
homeostase redox em camundongos.

Palavras-chave: Doenca hepatica gordurosa, dieta hiperlipidica, desequilibrio redox,
camundongo.

ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is an increasingly prevalent disease strongly
associated with redox imbalance and loss of glycemic homeostasis. The development of in
vivo models that mimics its pathophysiological characteristics is essential for the discovery
and development of therapeutic strategies. To validate a NAFLD model associated with
redox imbalance and low-fat diet-induced glucose intolerance and easily reproducible.
Sixteen Swiss mice received a high fat diet for 10 weeks. Throughout the experiment, body
weight, glucose tolerance, oxidative stress markers and liver morphology were evaluated.
The hyperlipid diet promoted a significant increase in triglyceride levels (p<0.05) and liver
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tissue weight (p<0.01), in addition to severe inflammation, necrosis and steatosis of
hepatocytes. The animals that followed the hyperlipidic diet (HD) still had a lower glucose
tolerance (p<0.05), however it did not show reduction of thiol groups. The HD-induced
NAFLD model was associated with liver histological damage and glucose intolerance,
however it did not present redox imbalance, being an unfeasible model for studies with
antioxidant treatments. The study aimed to validate a model of NAFLD induced by a high-
fat diet associated with changes in the glycemic response and without changes in redox
homeostasis in mice.

Key words: Fatty liver disease, hyperlipid diet, redox imbalance, mice.

INTRODUCAO

A doenga hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) caracteriza-se pelo acimulo
de gordura hepatica e, tem se destacado no cenario mundial como uma epidemia crescente.
Desordens metabolicas como o desequilibrio redox e o estado inflamatorio se apresentam
como caracteristicas da doenca, somados a fatores de risco como a obesidade e a resisténcia
a insulina, diretamente relacionadas a esse acimulo de gordura no figado (PATEL et al.,
2016; BENEDICT et al., 2017).

O acumulo de lipidios no tecido hepatico desenvolve-se quando a captacao de
acidos graxos livres e sintese de triglicerideos ¢ maior que a oxidagao desses acidos graxos
(FABBRINI et al., 2010), podendo gerar sérios danos ao figado, desde a esteatose simples
até o desenvolvimento da esteatose hepatica nao alcoodlica, que representa a forma
inflamatéria da doenca, e pode levar a fibrose avancada, cirrose e hepatocarcinoma
(ANGELO, 2002; MACHADO e CORTEZ 2014; BUZZETTI et al., 2016).

Embora existam diversos mecanismos propostos para a instalagdo da doenca,
propde-se que ela ocorra em multiplas fases. O consumo de dietas hiperlipidicas leva a
desordens no processo de absorcdo, sintese, degradacdo e secre¢do de acidos graxos pelo
figado, desencadeando resisténcia a insulina e acumulo ectopico de gordura no tecido
hepatico. Esse processo, juntamente com a instalagdo do desequilibrio redox, promove o
aumento da produgdo de citocinas inflamatdrias, e consequente progressao da doenga
(AHMED, 2015).

Esse processo cronico gera uma producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e redugdo da defesa antioxidante (BUZZETTI et al., 2016). Embora o
organismo apresente uma defesa antioxidante enddgena composta por enzimas, como:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), o desequilibrio
entre os fatores oxidantes e a defesa antioxidante, que pode ser ocasionado pela DH, ird
resultar no estresse oxidativo, causando um dano celular (WANG et al., 2018).

O desequilibrio redox ocorre em muitas doencgas, particularmente naquelas com
carater inflamatério, como as doencas hepaticas, que apresentam altos niveis de ERO.
Estudos realizados em humanos e modelos animais mostraram uma forte associacao entre o
nivel de ERO e a gravidade da esteatose hepatica, além de niveis elevados de peroxidagdo
lipidica (KNEEMAN et al., 2015).

O desenvolvimento de modelos in vivo que apresente caracteristicas da patologia
da DHGNA ¢ essencial para a descoberta e o desenvolvimento de novas estratégias
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terapéuticas. Dessa forma, muito se tem postulado sobre a patogénese e progressdo da
DHGNA (AHMED, 2015). Diante disso, buscou-se validar um modelo de DHGNA induzido
por dieta hiperlipidica associada a alteragdes na resposta glicémica e sem modifica¢des na
homeostase redox em camundongos.

MATERIAL E METODOS
Animais Experimentais

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais da
Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE) (nimero: n® 7292555/2017). Foram
utilizados 16 Camundongos Swiss machos, recém-desmamados (21 dias), obtidos do
Biotério da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Os camundongos foram mantidos no biotério de experimentacdo do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas em caixas coletivas (46 x 24 x 20cm, com 3 - 4
animais/caixa), sob condi¢des de temperatura ambiental controlada de 25 °C, ciclo de
iluminacao claro/escuro de 12/12 horas (periodo claro iniciado as 6:00h).

Apo6s uma semana de adaptacdo, os animais foram divididos em dois grupos: grupo
controle (CT) (n=8), que recebeu dieta padrdo (Presence®), e grupo que recebeu dieta
hiperlipidica (HFD) (n=8), e receberam agua ‘ad libitum’, por 12 semanas.

Preparacio da dieta Hiperlipidica

A dieta hiperlipidica foi preparada no Laboratéorio de Farmacotécnica da
Universidade Federal do Ceara (UFC), composta por (5kg): 1875 g de racao padrao, 1250 g
de chocolate ao leite, 1250 g de amendoim sem sal e sem pele e 625g de biscoito de maisena,
resultando em uma proporgao de 14 % de proteina, 38 % de carboidrato, 48 % de lipideos.
Durante o experimento, a avaliagdo do consumo de ragdo e dgua foi realizada diariamente e
0 peso corporal dos animais, verificado duas vezes por semana.

Teste de tolerancia a glicose

No final das 12 semanas foi realizado o teste oral de tolerancia a glicose (GTTo).
Animais em jejum de 10h receberam 75mg/100g de glicose por gavagem. As amostras de
sangue foram coletadas pela veia caudal nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos. A partir
dos valores das curvas glicémicas de cada animal, calculou-se a area incremental sob curva
(AUC) utilizando-se o Software Gran Prima 7.0.

Dois dias apés o GTTo os animais foram eutanasiados conforme as exigéncias
preconizadas pelo CEUA-UECE, e o figado foi coletado, pesado, e armazenado a -80 °C.

A partir do figado foram realizados: dosagem de triglicerideos, quantificacdo de
tiol, atividade enzimatica da CAT, GPx e SOD, e analise histologica.

Dosagem de Triglicerideos

A dosagem de triglicerideos foi realizada por meio do método colorimétrico
enzimatico, utilizando kit de reagentes comerciais da marca Labtest®. O método consiste na
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hidrélise dos triglicerideos pela lipase, liberando o glicerol, que ¢ convertido, em glicerol-3-
fosfato. Este ¢ oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio. Em seguida ocorre uma
reagdo de acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol,
catalisada pela peroxidase, produzindo quinoneimina que tem maximo de absorbancia em
505nm, e a leitura ¢ realizada em espectrofotometro.

Quantificacdo de Grupamentos tiol

A quantificacdo de grupamentos tiol livre no tecido utilizou o reagente acido
dithionitrobenzoéico (DTNB) em espectrofotometro (Hitachi U-3300). O tiol reage com o
DTNB clivando o disulfeto ligado a molécula, levando a formagao de 2-nitro-5-benzoato
(NTB-), que se ioniza a NTB2- em meio aquoso em pH neutro ou alcalino. O NTB2 foi
quantificado em espectrofotdometro utilizando a absorbancia da luz visivel a 412 nm.

Determinacio da atividade das Enzimas Antioxidantes

A atividade da catalase (CAT) foi mensurada por meio do desaparecimento do
peroxido de hidrogénio (H20»), formando agua e oxigénio. A atividade da CAT foi obtida
por meio da diferenca entre a taxa de diminuicao da absorbancia com e sem homogenato,
sendo calculada por meio da quantidade de H>O> consumido por minuto, utilizando o
coeficiente de extingdo molar do H2O> (43,6M-1) (AEBI, 1984).

Para a analise da SOD, foi utilizado kit comercial Ransod® (Randox®, Reino Unido,
2018). O método de determinagdo da SOD baseia-se na reacao entre a xantina e a xantina
oxidase para produg¢dao de radicais superdxido, os quais reagem com um substrato
cromogénico, reduzindo-o e levando a producdo de um composto de cor vermelha. A
atividade da enzima ¢ mensurada pela sua capacidade de inibir essa reagdo, assim, uma
unidade de SOD ¢ considerada a quantidade capaz de inibir 50% da taxa de redugdo do
substrato. A atividade foi expressa em U/mg de proteina.

O método de determinacdo da atividade da GPx baseia-se na reacdo em que a GPx
catalisa a oxidagdo da glutationa reduzida por um peroxido de hidrogénio. Na presenca de
GPx e NADPH, a glutationa oxidada ¢ imediatamente convertida a forma reduzida com a
oxidacao concomitante do NADPH em NADH-+. Para tal, foi utilizado o Kit comercialmente
disponivel RANSEL da Randox®. A atividade foi expressa em U/mg de proteina.

Analise Histolégica

Os tecidos hepaticos foram fixados em formalina a 10% e corados com
hematoxilina e eosina (HE). A andlise histolégica foi entdo realizada sob microscopio e
pontuou dados histopatologicos por meio do sistema de pontuagdo baseado em trés critérios:
esteatose, inflamagao e necrose (min = 0, max = 3), de acordo com um método previamente
descrito (KLEINER et al., 2005; HE et al., 2017).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média=SEM. O teste one-way ANOVA com
medida repetida seguido por pos teste por Bonferroni foi usado para comparar a evolugdo da
glicemia no teste de tolerancia. Para as outras comparagdes, o teste one-way ANOVA
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seguido por pos teste de Bonferroni foi adotado. Diferencas foram consideradas significantes
quando p<0.05. As andlises foram realizadas usando o software estatistico GraphPad Prism
versdo 7.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao realizar a avaliacdo da evolucao ponderal, foi possivel observar que a partir da
7* semana do experimento houve diferenga significativa do peso corporal entre os dois
grupos (Fig. 01a). A dieta hiperlipidica também promoveu aumento significativo do peso do
tecido hepatico, quando comparado aos animais da dieta controle (Fig. 01b). Além disso, foi
observado um aumento significativo dos niveis de triglicerideos no figado dos animais do
grupo HL, observado na Fig. Olc.
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Figura 0l1a: Evolugao do peso corporal entre os grupos controle (C) e hiperlipidico (HL).
(*p<0,05. ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni. n=6-7).
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Figura 01b: Peso do figado dos grupos controle (C) e hiperlipidico (HL).
(**p<0,01. ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni. n=6-7).
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Figura 0lc: Dosagem de triglicerideos dos grupos controle (C) e hiperlipidico (HL).
(**p<0,01. ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni. n=6-7).

Em relagdo ao teste oral de tolerancia a glicose (Fig. 02), foi observado que os
animais HL apresentaram uma menor tolerancia a glicose em relagdao ao grupo C, com
diferenga estatistica nos tempos 15, 30, e 60 minutos.
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Figura 02: Teste de tolerancia a glicose.

Obs.: Glicemia 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administragdo de sobrecarga (gavagem) de glicose apos
12 semanas de consumo de dieta normocaldrica (C) e dieta hiperlipidica (HL) *Estatisticamente diferente do
grupo controle (p<0,001). ANOVA Two-way seguido do teste de Bonferroni. (n= 6-7).

Quanto a analise histologica, os animais do grupo controle ndo apresentaram dano
hepético. Contudo, nos animais alimentados com a dieta hiperlipidica observou-se severo
infiltrado inflamatorio, necrose e esteatose dos hepatocitos, conforme indicado na Fig. 03.
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Figura 03: Cortes histologicos do figado de animais controle (A) e tratados com dieta

hiperlipidica (B) em coloracao HE; x10. Obs.: A seta cheia: infiltrado inflamatério; seta vazia: necrose
¢ esteatose.

Em relagdo ao equilibrio redox, ndo foi observado dano oxidativo pela analise do
tiol (Fig. 04a). Além disso, ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase (GPx), Superoxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT) nao houve diferenca
significativa entre o grupo HL comparado ao grupo CT como podemos observar na Fig 04b.
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Figura 04a: Dano oxidativo: Dosagem de tiol. (ANOVA teste t (n= 6-7).

De acordo com os dados obtidos, verificou-se que a dieta hiperlipidica por 12
semanas induziu a instalagdo da DHGNA em camundongos, com a presenca de esteatose,
inflamacdo e necrose hepatica, além de alteragdes na resposta glicémica. Entretanto,
mostrou-se invidvel para estudos de desequilibrio redox observado na doenga, visto que, ndo
apresentou diferenca no dano oxidativo e na atividade das enzimas antioxidantes no tecido
hepatico.
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Figura 04b: Defesa antioxidante: (A) Catalase. (B) Glutationaperoxidase. (C) Superdxido
dismutase. ANOVA teste t (n=6-7).

Um aspecto importante que deve ser analisado, consiste no tempo necessario para
instalacao da doenca. Embora estudos tenham demonstrado o aumento do peso do tecido
hepatico e acimulo de triglicerideos nos hepatocitos entre 6 ¢ 9 semanas de dieta
hiperlipidica (MARCIANO et al., 2017; MIRANDA et al., 2018), ndo foram observadas
alteracdes histoldgicas no tecido hepatico, necessarias para caracterizacdo do diagnostico da
doenga, como relatados nessa pesquisa, apos 12 semanas de dieta hiperlipidica.

Contudo, um modelo adequado de estudo para DHGNA deve apresentar, além das
caracteristicas estruturais do tecido, suas complicacdes metabdlicas, como alteracdo da
resposta glicémica e da sensibilidade a insulina, aspectos importantes da doenga. Em estudo
com ratos wistar foi demonstrado que, além de alteracdes do perfil lipidico, uma dieta
hiperlipidica por 8 semanas foi suficiente para gerar alteragdes na sensibilidade periférica a
insulina, porém, sem alteracdes na resposta glicémica e sem alteracdes histoldgicas
(MOURA et al., 2012).

Outros estudos com ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica, por no
minimo 10 semanas, verificaram alteracdes da sensibilidade a insulina, como também da
resposta glicémica, com instalagdo da resisténcia a insulina (ZENDZIAN et al., 2018). White
et al. (2013) ao realizarem o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal em camundongos
Swiss tratados com dieta hiperlipidica por 10 semanas, também observaram que, o grupo
alimentado com dieta hiperlipidica apresentou menor tolerancia a glicose, em consonancia
com os resultados encontrados no estudo em questao.

A caracterizagdo da DHGNA se d4 por meio da andlise histologica do tecido
hepatico, pela presenca de esteatose, inflamagdo e necrose hepatica, assim como pela
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instalacdo do desequilibrio redox, observado pelo dano oxidativo e redu¢do da atividade das
enzimas antioxidantes.

Experimento de indugdo a esteatohepatite ndo-alcoodlica com ratos Wistar machos
e camundongos machos C57/BL6 demonstrou que os ratos Wistar estao associados a maior
grau de esteatose e que camundongos machos C57/BL6 desenvolvem mais inflamacao e
necrose, peroxidagdo lipidica e lesdo ultra estrutural, e apresentam caracteristicas
histolégicas da doenga com a dieta deficiente em metionina e colina, importantes nutrientes
para -oxidag@o mitocondrial hepatica e para produgdo de lipoproteina de densidade muito
baixa (VLDL). Além disso, a reducdo desses nutrientes, também aumenta a captagdo de
acidos graxos livres pelo figado (KIRSCH et al.,2003).

Bagci et al. (2019) ao trabalharem com camundongos Swiss para induzir a DHGNA
utilizando dieta baseada em 30% de solu¢do de frutose por 70 dias, observaram as
caracteristicas da doenga com aumento de marcadores de estresse oxidativo, sugerindo que
um dos efeitos do medicamento utilizado foi a redugdo desses marcadores, evidenciando a
importancia dessa caracteristica na patogénese da doenca.

Estudos com dieta hiperlipidica (HFD) tém demonstrado a instalagao das alteragdes
no tecido hepatico da DHGNA, porém nao avaliam os marcadores do desequilibrio redox.
Nie et al. (2018) utilizaram ratos alimentados com dieta HFD rica em gordura e agucar,
durante 12 semanas, e observaram por meio de analise histologica alteragdes hepaticas,
como infiltracdo de gordura e instalagcdo de necrose, porém, ndo analisaram dano oxidativo,
caracteristico dessa doenca. O mesmo tipo de dieta experimentada em camundongos
C57BL/6J, mas com propor¢des diferentes de gordura (60% e 37%), ocasionou
hiperinsulinemia, hipercolesterolemia, esteatose hepatica e intolerancia a glicose, entretanto,
ndo avaliaram parametros do estresse oxidativo (ITO et al., 2007; DENG et al., 2005).
Enquanto Zhu et al. (2017) ao avaliarem o desenvolvimento da DHGNA induzida por dieta
hiperlipidica em ratos, por 16 semanas, verificaram presenga de inflamacdo hepatica,
resisténcia a insulina e peroxidagdo lipidica. Por fim, estudo utilizando dieta HFD com
menor porcentagem de gordura (35% do total de calorias do 6leo de milho), por 3 semanas,
induziu a doenga em ratos, com presenca de 4-hidroxinonenal, um metabdlito da
peroxidacdo lipidica (Lieber et al., 2004).

Nesse contexto, observa-se que a escolha do tipo de dieta para estudos terapéuticos
da DHGNA ¢ bastante importante, visto que variam nas caracteristicas da doenga. Assim,
deve-se avaliar a indugdo do modelo experimental que melhor se adeque ao objetivo do
estudo. Contudo, a dieta hiperlipidica utilizada em nosso estudo, com 48% de gordura por
12 semanas, ndo causa todas as carateristicas da doengca em camundongos Swiss, sendo nao
recomendada esse tipo de dieta para estudos que avaliem a capacidade antioxidante de
compostos nesse modelo de indu¢do experimental da doenga.

Vale ressaltar o efeito da dieta hiperlipidica utilizada no presente estudo no tecido
adiposo de camundongos. O aumento da adiposidade foi observado, apos 12 semanas de
dieta hiperlipidica, com aumento significativo dos trés coxins avaliados, tecido subcutaneo
(Fig. 05a), peritoneal (Fig. 05b) e retroperitoneal (Fig. 05¢) do grupo HL comparado ao
grupo C. O aumento da adiposidade esta relacionado com a esteatose hepatica (WHITE et
al.,2013).
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Figura 05a: Peso do tecido adiposo Subcutaneo. ANOVA teste T (n= 6-7).
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Figura 05b: Peso do tecido adiposo Periepididimal. ANOVA teste T (n= 6-7).
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Figura 05c: Peso do tecido adiposo Retroperitoneal. ANOVA teste T (n=6-7).
CONCLUSOES

Embora na literatura ainda ndo exista um modelo experimental que reproduza
fielmente todas as caracteristicas da DHGNA em humanos, eles sdo essenciais para
aprofundar o conhecimento acerca da patogénese e tratamento da doenga. Contudo, a dieta
hiperlipidica com 48 % de gordura por 12 semanas em camundongos Swiss ndo ¢ um modelo
apropriado para pesquisas que buscam o tratamento do desequilibrio redox na doenca, visto
que esse modelo de indugdo ndo apresenta as alteragcdes nos marcadores do estresse
oxidativo.
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