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RESUMO

A obesidade é uma condicdo na qual o individuo apresenta excesso de gordura
corporal acumulada podendo acarretar prejuizos graves a saude do mesmo, podendo
ter origem individual, socioecon6mica ou ambiental. Segundo a organizagao mundial
da saude (WHO) a obesidade vem aumentando rapidamente em proporcdes
epidémicas ao redor do mundo, devido principalmente a um aumento no consumo de
alimentos altamente caldéricos e com pouco valor nutricional em conjunto com um
estilo de vida sedentério. A obesidade e a sindrome metabdlica associada a ela séo,
em grande parte, consequéncias das dietas consumidas atualmente, por exemplo,
dietas altamente palativeis e que contém grandes proporc¢des de lipidios, proteinas,
carboidratos e sal, além de conter baixo conteudo de fibras. Dentre os diferentes
métodos para estudar a sindrome metabdlica, os mais utilizados sdo modelos com
animais geneticamente modificados e modelos de sindrome metabdlica baseados na
dieta ingerida pelos animais, as quais sdo geralmente baseadas em lipidios e acucar
refinado. Neste tipo de dieta podemos encontrar grande quantidade de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs - advanced glycation end products) e os produtos
finais de lipoperoxidagdo avancada (ALEs - advanced lipid peroxidation end
products), o0s quais podem ser formados em altas temperaturas durante o
aquecimento dos alimentos e por esse motivo estdo presentes em altos niveis em
alimentos ultraprocessados. AGEs estao implicados em diversas vias de sinalizacéo
gue levam a estados inflamatdrios e doencas relacionadas e sdo conhecidos por
promover um desbalanco redox, bem como um quadro proé-inflamatério. Neste
trabalho analisamos em ratos os diferentes efeitos de dietas com variacfes
aquecidas e ndo aquecidas, assim como 0s processos bioquimicos e
comportamentais decorrentes do consumo das mesmas, verificando se o
agquecimento pode gerar um indice maior de maleficios para individuos submetidos a
elas do que os ja causados pelas dietas ndo aquecidas. As dietas utilizadas foram
Dieta controle (CHOW), Dieta controle aquecida (HEATED CHOW), Dieta rica em
lipidios (HFD), Dieta rica em lipidios aquecida (HEATED HFD), Dieta de cafeteria
padronizada (WD) e Dieta de cafeteria padronizada aquecida (HEATED WD). Foram
analisados parametros inflamatérios, atividade de enzimas antioxidantes e de
desintoxicacdo, danos a macromoléculas e alteracdes comportamentais, além de
niveis séricos de leptina, adiponectina, glicose e carboximetil-lisina. A WD levou a um
aumento nos niveis de insulina e leptina além do contetdo de carboximetil-lisina, uma
guantificacdo elevada de espécies reativas ao acido tiobarbitarico e de de glutationa
s-transferase, enquanto sua versdo aquecida obteve menor significAncia em seus
resultados. HFD ocasionou modificacdes, porém as mesmas foram menores do que
aquelas inferidas pela WD, fato aqui discutido principalmente devido ao diferente
conteudo de gordura/acucar entre as dietas. Nossas descobertas sugerem a
validacdo do modelo de dieta WD como indutor de obesidade em animais e das vias
bioquimicas resultantes da doenca, independentemente da influéncia térmica na
dieta.



ABSTRACT

Obesity is a condition in which an individual has an excess accumulation of body fat,
which can lead to serious health problems. It can have individual, socioeconomic, or
environmental origins. According to the World Health Organization (WHO), obesity is
rapidly increasing on an epidemic scale worldwide, primarily due to a rise in the
consumption of highly calorie-dense foods with low nutritional value, coupled with a
sedentary lifestyle. Obesity and the associated metabolic syndrome are largely
consequences of current diets, such as highly palatable diets that contain high
proportions of fats, proteins, carbohydrates, and salt, while also being low in fiber
content. Various methods are used to study metabolic syndrome, including models
with genetically modified animals and diet-induced models based on the animals' food
intake, which are typically rich in lipids and refined sugars. In this type of diet, there is
a high presence of advanced glycation end products (AGEs) and advanced lipid
peroxidation end products (ALEs), which are formed at high temperatures during food
heating processes and are therefore found in high levels in ultraprocessed foods.
AGEs are involved in various signaling pathways that lead to inflammatory states and
related diseases. They are known to promote redox imbalance and a pro-inflammatory
state. In this study, we analyzed the different effects of diets with heated and non-
heated variations in rats, as well as the biochemical and behavioral processes resulting
from their consumption. We aimed to determine whether food heating could generate
a higher index of harm for individuals subjected to these diets compared to the harm
caused by non-heated diets. The diets used were the Control Diet (CHOW), Heated
Control Diet (HEATED CHOW), High-Fat Diet (HFD), Heated High-Fat Diet (HEATED
HFD), Standard Cafeteria Diet (WD), and Heated Standard Cafeteria Diet (HEATED
WD). We analyzed inflammatory parameters, antioxidant and detoxification enzyme
activity, damage to macromolecules, behavioral changes, as well as serum levels of
leptin, adiponectin, glucose, and carboxymethyl lysine. The WD led to an increase in
insulin and leptin levels, as well as carboxymethyl lysine content. It also showed
elevated levels of thiobarbituric acid-reactive species and glutathione S-transferase,
while its heated version had less significance in its results. The HFD caused
modifications, although they were less pronounced than those induced by the WD,
which can be attributed to the different fat/sugar content between the diets.
Our study leads us to believe in the validity of the WD model for generating obesity in
animals and the biochemical cascades resulting from the disease, regardless of the
heating of the diet.
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LISTA DE ABREVIATURAS

3-DG-AGEs - AGE derivados de 3-desoxiglucosona

AGEs - advanced glycation end products (produtos finais de glicacdo avancada)
ALEs - advanced lipid peroxidation end products (produtos finais de lipoperoxidagao
avancada)

CAT - Catalase

CDNB - 1 cloro 2,4 dinitrobenzeno

CHOW - Control diet (dieta controle)

DTNB - Acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico

Fru-AGEs - AGE derivado de frutose

Glicol-AGEs - AGE derivado de glicoaldeido

Glu-AGEs - AGE derivado de glicose

Glycer-AGEs - AGE derivado de gliceraldeido

GO-AGEs - AGE derivado de glioxal

GPx - Glutationa peroxidase

GST - Glutationa s-transferase

HFD - high fat diet (dieta rica em gorduras)

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IL-6 - Interleucina 6

IMC - indice de massa corporal

MGO-AGEs - AGE derivado de metilglioxal

NAFLD - Non-alcoholic fatty liver disease (doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica)
NSCD - Cafeteria diet (dieta de cafeteria)

SH - Sulfidril

SOD - Superoxido dismutase

TBARS - Espécies reativas de acido barbitarico

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

WD - Western diet (dieta ocidental)

WHO - World Health Organization (organizacdo mundial da saude)
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1 INTRODUCAO
1.1 Obesidade

A obesidade é uma condicdo na qual o individuo apresenta excesso de
gordura corporal acumulada podendo acarretar prejuizos graves a saude do mesmo,
podendo ter origem individual, socioeconémica ou ambiental (Pinheiro et al. 2004).
Segundo a organizacdo mundial da saude (WHO) a obesidade vem aumentando
rapidamente em propor¢des epidémicas ao redor do mundo, devido principalmente
a um aumento no consumo de alimentos altamente cal6ricos e com pouco valor

nutricional em conjunto com um estilo de vida sedentario (WHO, 2014).

Através de dados obtidos pela Pesquisa Nacional de Saude (PNS, 2020),
sabe-se que hoje no Brasil mais da metade dos adultos apresentam excesso de
peso (60,3%), sendo esse valor formado majoritariamente por mulheres (62,6%).
Quando trata-se da obesidade, computou-se que a mesma atinge 25,9% da
populacdo brasileira, alcancando 41,2 milhdes de adultos. Um importante
acompanhamento foi realizado também no ano de 2020 na Atencdo Primaria a
Saude (APS) do SUS, onde foi visualizado que 15,9% das criancas menores de 5
anos e 31,7% das criancas entre 5 e 9 anos possuiam excesso de peso, e dessas,
7,4% e 15,8%, respectivamente, apresentavam obesidade segundo indice de Massa
Corporal (IMC) para idade. Também foram acompanhados adolescentes, onde
31,8% apresentavam excesso de peso e 11,9% apresentavam obesidade. Estima-
se que cerca de 6,4 milhdes das criancas brasileiras menores de 10 anos tenham
excesso de peso e 3,1 milhdes tenham obesidade. E considerando todos os

adolescentes brasileiros, estima-se que cerca de 11,0 milhdes tenham excesso de
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peso e 4,1 milhdes tenham obesidade. Estes dados podem ser melhor visualizados

a partir da Figura 1.

Tabela 8168 - Pessoas de 18 anos ou mais de idade com excesso de peso ou obesidade, por sexo e grupo de idade

Variavel - Pessoas de 18 anos ou mais de idade com excesso de peso (Mil pessoas)
Brasil
Ano - 2019
Sexo
Grupo de idade
Total Homens Mulheres

Total 95.901,361 42,898,945 53.002.416
18 a 24 anos 7.434,345 2.849,654 4.584,691
25 a 39 anos 26.817,386 13.087 492 13.729.894
40 a 59 anos 39.497,081 17.533,007 21.964,074
80 anos ou mais 22,152,549 9.428,791 12.723,758

Fonte: IBGE - Pesquisa Nacional de Salde

Figura 1. Tabela demonstrativa do nimero de pessoas acima de 18 anos(divididas

entre homens, mulheres e valores totais) acima de 18 anos que possuem excesso

de peso no Brasil. Fonte: https://sidra.ibge.gov.br/tabela/8168#resultado acesso:

31/05/2022.

1.1.1 Obesidade e sua relacdo com a inflamacéo e o desenvolvimento de outras

doencas

Individuos obesos apresentam alteracbes na homeostase corporal,
ocorrendo disparidade no balango redox, representada, por exemplo, pelo excesso
de peroxidagéo lipidica na membrana celular acarretando a formacédo de radicais
livres dentro da célula (Franca et al.,, 2013). Sabe-se também que o acumulo
exacerbado do tecido adiposo pode ser uma fonte geradora de citocinas pro-

inflamatoérias como TNF-q, IL-6, e leptina, associando a obesidade a um quadro proé-


https://sidra.ibge.gov.br/tabela/8168#resultado
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inflamatorio crénico que pode acarretar disfun¢cdes metabdlicas (Lee et al., 2013). A
ativacdo de macrofagos, principalmente quando exacerbada, é responsavel pela
liberacdo destas citocinas, entre outras moléculas (Prado, W. L. D. et al, 2009). Em
individuos obesos e/ou em disfungdo metabdlica, € observado um aumento dessa
sinalizagdo proé-inflamatoria devido a uma continua ativacdo de macréfagos em

tecidos como o tecido adiposo, por exemplo, como € demonstrado na Figura 2.

Lean with normal
metabolic function

— Inflammation
= Metabolic control
— Vascular function

M2 macrophage

Adipocyte —+

Blood vessel / /

CD4*T cell

Anti-inflammatory adipokines
Adiponectin
SFRP5

Obese with mild
metabolic dysfunction

T Inflammation
1l Metabolic control
— Vascular function

CD8*T cell

M1 macrophage

Crown-like -4
structure

Obese with full
metabolic dysfunction

TT Inflammation
11l Metabolic control
1l Vascular function

Necrotic
adipocyte

Pro-inflammatory adipokines

Leptin ANGPTL2 CCL2
Resistin TNF CXCL5
RBP4 IL-6 NAMPT
Lipocalin 2 IL-18

Figura 2: Demonstrativo da modulagéo fenotipica do tecido adiposo em situacéo
nao obesa com fungcdo metabdlica normal, obesa com disfuncdo metabdlica

metabolica, respectivamente.

mediana e obesa com alta disfuncao
Imagem adaptada de: Ouchi, N., Parker, J. L., Lugus, J. J., & Walsh, K. (2011).
Adipokines in inflammation and metabolic disease. Nature reviews immunology,

11(2).
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A sindrome metabdlica relacionada a obesidade inicia-se com a hipertrofia e
hiperplasia do tecido adiposo. Este se da devido ao acumulo em excesso de
nutrientes e ao crescente estoque de lipidios, gerando um estresse celular. Assim,
o tecido vem a perder a capacidade de manter a homeostase e comeca a apresentar
caracteristicas pré-inflamatoérias, vistas na figura acima. Séo elas, a infiltracdo de
macréfagos M1 e a secregdo de IL-6 e TNF-a. Essas citocinas estardo presentes na
corrente sanguinea e alcancando diversos tecidos, como por exemplo o sistema

nervoso central, vindo a gerar diversos maleficios (Ouchi, N. et al., 2011).

O aumento da producéo de radicais livres quando associado a uma reduzida
atividade das defesas antioxidantes endogenas devido ao desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, assim como o quadro inflamatorio crénico
(Bondia-Pons et al., 2012), auxiliara no desbalanco redox caracteristico do estresse

oxidativo (Barbosa et al., 2010).

Sabe-se que uma resposta inflamatéria ser4 desencadeada no quadro de
obesidade crbnica, o que desviara o sistema imunologico a um fendtipo pro-
inflamatério, dando inicio a uma influéncia reciproca entre a obesidade e a
inflamagéo (Mazon et al., 2017). A inflamag&o crbnica e o estresse oxidativo séo
importantes para o desenvolvimento de sindrome metabdlica e outras doencas
degenerativas, como por exemplo, artrite, aterosclerose, cancer, diabetes do tipo I,
deméncia, doencas vasculares e osteoporose (Bondia-Pons et al. 2012; Chung et
al., 2009). A sindrome metabdlica pode ser considerada um passo intermediario
entre o estado pro-inflamatdrio crénico da obesidade e o aparecimento de doencas
degenerativas, uma vez que apos o estabelecimento da sindrome ha um aumento

no risco de doencas como, diabetes tipo Il, acidentes vasculares cerebrais,

doencas cardiovasculares, determinados céanceres, doenca hepatica gordurosa
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ndo-alcoodlica e doencas alérgicas (Bugianesi et al., 2005; Jin and Flavell, 2013;

Régo et al., 2009).

Dentre os tantos diferentes possiveis desdobramentos e doencas associadas
a obesidade, a doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (NAFLD — non-alcoholic
fatty liver disease) é reconhecida como a desordem no figado mais comum no
mundo, podendo ter incidéncia de 70 a 90% em individuos obesos. A doenca
hepatica ndo-alcodlica se caracteriza por um acumulo de triacilgliceréis dentro das
células do figado (Dhibi et al.,, 2011). Diversos estudos apontam que a NAFLD
possui um importante papel no desenvolvimento de resisténcia a insulina, assim
como no aparecimento de disfuncdes e danos cerebrais. Além disso, diversos
autores também afirmam que a resisténcia a insulina pode ser relacionada a doenca

de Alzheimer (Ghareeb et al., 2011; Martins, I. J. et al 2014).

Porém, a obesidade encontra-se também relacionada a outras doencas, visto
que a mesma € associada ao aumento nos niveis cérebro/cortical de espécies
reativas de oxigénio e prejuizo das funcdes cerebrais, o que sugere que a obesidade
possa aumentar o risco de condicbes neurodegenerativas como, por exemplo, a
doenca de Alzheimer (Feeman et al., 2013; Lee et al., 2013; Luchsinger and Mayeux,
2007; Naderali et al., 2009). Estudos demonstram que a obesidade esta relacionada
a modulacdes estruturais e funcionais no cérebro, onde quanto maior for o indice de
massa corporal (IMC), menor é o volume cerebral, com individuos obesos de meia-
idade apresentando atrofia cerebral e um risco aumentado de deméncia no futuro

do que individuos ndo obesos (Ward et al., 2005).

1.2 Modelos e dietas causadoras de obesidade
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A obesidade e a sindrome metabdlica associada a ela sédo, em grande parte,
consequéncias das dietas consumidas atualmente, por exemplo, dietas altamente
palataveis e que contém grandes propor¢des de lipidios, proteinas, carboidratos e
sal, além de conter baixo contetudo de fibras (Alemany, 2013; Cordain et al., 2005).
Demonstra-se em diferentes estudos que os carboidratos, por exemplo, conseguem
alterar os niveis de glicose circulante e intracelular, impactando as vias metabolicas
da glicose nos tecidos e assim podendo afetar de forma forte e negativa a saude

humana (Takeuchi, M. et al., 2021)

Atualmente, dentre os diferentes métodos para estudar a sindrome
metabdlica, o0s mais utilizados sdo modelos com animais geneticamente
modificados e modelos de sindrome metabdlica baseados na dieta ingerida pelos
animais. Este ultimo, geralmente € baseado em dietas ricas em lipidios e agUcar
refinado (Kennedy et al., 2010; Panchal and Brown, 2011).

Héa vérias dietas para induzir doencas (ou desordens) especificas como
aterosclerose (dieta rica em colesterol), presséo alta (dieta rica em sal), diabetes
(dieta rica em acuUcares). Para desenvolvimento de obesidade e sindrome
metabdlica séo usadas principalmente  dois tipos de dietas:
- Dieta rica em gordura (conhecidas em inglés como High fat diet - HFD).
- Dieta rica em lipidios e carboidratos, a qual é conhecida como dieta de cafeteria
(conhecida em inglés como Cafeteria diet - NSCD) (Gajda et al., 2007; Panchal and

Brown, 2011).



Componentes
(g/Kg de
racao) HFD NSCD
Proteina de
Proteina  |SO/a 200 -
TOTAL 200 ~200
Banha de
porco* 335 -
Lipidios Oleo de soja 20 -
TOTAL 335 ~220
Amido de milho 235 -
Carboidratos |Acucar 100 -
TOTAL 335 ~470
Sal (sddio) 5(1,9) ~ 20 (7,86)
Fibras 50 ~30
Vitaminas 10 -
Outros Minerais 35 -
componentes ;
Colina
bitartarato 2,5 -
Metionina 3 -
Lisina 3 -
TOTAL EM
GRAMAS 1001 1001
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Tabela 1. Diferenca em composicdo entre HFD e NSCD, onde destaca-se a

presenca de maior quantia de lipidios e fibras na primeira enquanto vemos maior

guantidade de carboidratos e sal na segunda.

Porém, NSCD, mesmo sendo vastamente utilizada, apresenta algumas falhas

de reprodutibilidade (Gajda, 2009) uma vez que os alimentos

industrializados

séo diferentes em cada regidao do mundo, e grande heterogeneidade patologica dos

animais devido as diferencas nas escolhas dos alimentos e além disso devemos

considerar o largo uso de conservantes e aditivos nestes alimentos. Foi visto que

essas falhas poderiam ser controladas utilizando-se uma dieta padronizada, por isso,
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para este trabalho, se utilizarda uma dieta padrdo j& descrita em trabalhos anteriores

pelo nosso grupo de pesquisa (Bortolin, R. C. et al., 2018).

1.2.1 Dietas e comportamento

Existe também uma conexdo entre dietas hipercaléricas e comportamento,
onde estudos recentes mostram que experimentos com esse tipo de dieta induzem

efeitos ansiogénicos em camundongos (Del Rio et al., 2016).

Encontram-se também, além da relacdo entre a obesidade e fisiopatologias
as relacdes entre obesidade e psicopatologias (Stunkard et al., 2003), uma delas é
o fato de que a obesidade é um estado inflamatorio e a inflamacéo por sua vez, foi
associada a transtornos de humor como por exemplo a depresséo (Luppino et al.,
2010). Segundo Foltz, as avaliagdes da relagdo entre obesidade e alteracdes no
sistema nervoso central, bem como as consequéncias sobre o comportamento de

animais obesos fazem-se necessarias (Foltz et al., 2007).

Quando observados em conjunto, os diversos desdobramentos acarretados
pela obesidade como disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e elevada
sinalizacdo inflamatéria, vemos que todos contribuem para o desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. Sendo assim, a alta adiposidade pode ser
considerada um fator de risco para doencas metabdlicas e neurodegenerativas

(Mazon et al., 2017).

1.3 AGEs, formacao e estrutura

Bem menos comentado em pesquisas com dietas animais, mas ndo menos

importante, sdo os produtos finais de glicacdo avancada (conhecidos em inglés
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como AGEs - advanced glycation end products) e os produtos finais de
lipoperoxidacdo avancada (conhecidos em inglés como ALEs - advanced lipid
peroxidation end products), os quais podem ser formados em altas temperaturas
durante o aquecimento dos alimentos e por esse motivo estdo presentes em altos
niveis em alimentos ultraprocessados (Poulsen et al., 2013). O estudo sobre os
AGEs e seus efeitos na salude é uma area muito promissora na pesquisa da nutricdo
atual. A pesquisa inicial sobre o0s processos quimicos e a formacéo de AGEs é
reconhecida desde 1900, porém apenas nos ultimos 20 anos tem sido vista a
realizacdo de trabalhos mais confiaveis sobre o assunto. Os processos quimicos e
caminhos que levam a formacdo de AGEs ainda ndo se encontram totalmente

elucidados (John, W. G. et al., 1993).

Os AGEs pertencem a um grupo heterogéneo e complexo de compostos,
podendo ser formados exogenamente ou endogenamente por meio de diferentes
mecanismos e a partir de diversos precursores. Em geral, os AGEs vem a ser
criados a partir de uma condensacdo ndo enzimatica, ou seja, sem catalisador
bioldgico envolvido entre grupos carbonila de aclcares redutores e grupos amina
livres de acidos nucleicos, proteinas ou lipidios, seguido por rearranjos adicionais, o

que produz produtos finais estaveis e irreversiveis (Twarda-Clapa, A. et al., 2022).
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Figura 3: Esquema que demonstra a formacéo de AGEs a partir da via de Maillard

e Polyol.

Abreviaturas: derivado de glicose (Glu-AGEs), derivado de frutose (Fru-AGES),
derivado de glioxal (GO-AGESs), derivado de metilglioxal (MGO-AGES), derivado de

gliceraldeido (Glycer-AGES), derivado de glicoaldeido (Glicol-AGES) e derivados de
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3-desoxiglucosona (3-DG-AGEsS).
Imagem adaptada de: Twarda-Clapa, A., Olczak, A., Biatkowska, A. M., &
Koziotkiewicz, M. (2022). Advanced Glycation End-Products (AGEs): Formation,
Chemistry, Classification, Receptors, and Diseases Related to AGEs. Cells, 11(8),

1312.

A primeira etapa da via de Maillard ira consistir, por exemplo, na condensacao
de um grupo carbonila, de um acucar redutor e de um grupo amina derivado das
cadeias laterais de lisina ou arginina (Maillard, L. C., 1912; Vistoli, G. et al., 2013).
Este esquema mostrado na figura 3 representa a geracédo de AGEs a partir de uma
aldose redutora ou uma cetose também redutora. E importante ressaltar que a
reducdo de cetoses pode ser produzida in vivo por meio da via do poliol, onde D-
glicose é reduzida a sorbitol pela aldose redutase e posteriormente transformada
pela sorbitol desidrogenase em D-frutose. No caso da condensacdo do grupo
carbonila e do grupo amina, temos uma reacdo reversivel que ira produzir a
chamada base de Schiff (aldimina). Este, na via de Maillard, ira sofrer um rearranjo
de Amadori, resultando em um produto de amadori estavel. O analogo desta, na via
de poliol, é o produto de Heyns, que sera gerado pelo rearranjo de Heyns (Heyns,
K., e Beilfuss, W., 1970). Considera-se que esses compostos sdo produtos de
glicacao precoce e, por exemplo, incluem AGE derivado de frutose (Fru-AGE) e AGE
derivado de glicose (Glu-AGE; Figura 3) (Tavares Ribeiro, R. et al., 2016). No caso
da HbAlc e a albumina sérica humana glicada (as vezes abreviada como gHSA ou
GHSA) (Anguizola, J. et al., 2013), sdo pertencentes a ultima classe (Glu-AGE) e
sdo importantes marcadores a longo prazo de estados hiperglicémicos, resisténcia
a insulina e diabetes; sendo globalmente usados na medicina e na clinica para tal

(Heidari, F. et al. ., 2020; Nowotny, K. et al., 2015).
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Os compostos finais criados pelas vias de Maillard e poliol juntamente com
seus intermediarios (por exemplo, as bases de Schiff) para se tornarem AGES,
precisam sofrer ainda rearranjos adicionais, para assim produzir os AGEs finais e
uma classe heterogénea de carbonilas reativas. Alguns dos exemplos mais
conhecidos incluem glioxal, metilglioxal, gliceraldehido, diacetil, 1-desoxiglucosona
e 3-desoxiglucosona (figura 3). Chama-se de via de Hodge a geragcédo de AGEs que

se da pela oxidacao de produtos de Amadori (Ott, C. et all., 2014).

Vemos também um fator adicional com impacto significativo sobre a formacao
de produtos de glicacdo precoce, que é a temperatura. Quando processam-se
alimentos em altas temperaturas (a partir de cerca de 120-180 °C), da-se a reacdo
de Maillard de forma muito rapida, em contraposto, a formacdo in vivo a
temperaturas mais baixas de produtos de Amadori e Heyns requer muito mais tempo

para acontecer (Ott, C. et all., 2014).

Existem outras vias in vivo pelas quais podem ser originadas outras
carbonilas reativas, como por exemplo metilglioxal e gliceraldeido, que podem ser
gerados no curso da glicélise (a partir de gliceraldeido 3-fosfato) ou frutélise (a partir
de frutose 1-fosfato). Outras possibilidades que irdo levar a formacéo desta classe
de compostos sdo a oxidacdo da glicose e o metabolismo da D-frutose, que
produzira triose fosfato e frutose 3-fosfato. Neste momento nota-se também que
outro grupo importante de compostos originam-se, os produtos finais de lipoxidacao
(ALEs). Estes sdo advindos das carbonilas reativas formadas como resultado da
peroxidacao lipidica (Vistoli, G. et al., 2013). Entretanto, mesmo que AGEs e ALEs
possam compartilhar estruturas iguais devido a formacdo pelos mesmos

precursores, é importante ressaltar que sdo dois grupos separados.
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Existe, dentre os AGEs, um subconjunto classificado como AGEs téxicos
(TAGES). Estes, por sua vez, sdo conhecidos por desencadear a sinaliza¢do apos
a ligacao ao receptor para AGEs (RAGE) e induzir a producéo de espécies reativas

de oxigénio (EROs), sendo fortemente citotoxicos (Takeuchi, M., 2020).

O RAGE, por sua vez, também desempenha um importante papel, uma vez
que, hoje, ele também é considerado um receptor multi-ligante para diversos
padrées de dano molecular (DAMPS) e capaz de estimular sua propria transcricao e
transporte para membrana através de um eixo de feedback positivo. A primeira
purificacdo de RAGE por Neeper et al. foi feita a partir de células endoteliais de
pulm&o bovino (Neeper, M. et ai., 1992), e hoje esta proteina transmembrana do tipo
| de passagem unica é considerada como um receptor AGE representativo no
endotélio e também responsavel pela ativacéo intracelular de diversos sinais pro-
inflamatorios culminando no aumento da transcricdo do fator-nuclear-kappa-beta

(NfkB) que por sua vez incrementa a formagao de RAGE.

1.3.1 AGEs e Inflamacéao

AGEs tém sido implicados em diversas vias de sinalizagdo que levam a
estados inflamatérios e doencas relacionadas por varias décadas. Esta crescendo
rapidamente o namero de publicacdes que relatam dados experimentais sobre
AGEs endogenos e exdgenos, 0 que indica um crescimento nas evidéncias do
envolvimento de AGEs em muitos processos fisiologicos e patologicos (Shen, C. Y.,

et al., 2020; Chaudhuri, J. et al., 2018; Dariya, B., & Nagaraju, G. P., 2020).

Estes compostos sdao conhecidos por promover um desbalanco redox, bem
como um quadro pré-inflamatério e por isso também sdo bastante associados com

doencas degenerativas, tais como diabetes, aterosclerose, e doenga de Alzheimer
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(Goldberg et al., 2004; Henle, 2007). A presenca de AGEs esta estreitamente
relacionada a hiperglicemia e a sua patobioquimica pode explicar muitas das
mudancas observadas nas complicagfes relacionadas a diabetes (Singh, R. B. A.
M. et al., 2001). Estudos histopatoldégicos mostram a acumulacdo de AGEs em
tecidos de tipos variados, como ateroma coronario, cortex renal, membrana basal
glomerular (Bierhaus, A. et al., 1998), assim como camadas dérmicas (Masaki, H. et
al., 1999), placas amiloides quando em situacdo de doenca de Alzheimer (Munch,
G. et al., 1997), cartilagens quando em situagcéo de artrite reumatoide (Takahashi,

M. et al., 1994), musculos cardiacos, pulmdes e figado (Sell, DR. et al., 1990).

Relaciona-se também o potencial pro-inflamatério dos AGEs com o
envelhecimento. Sabe-se que alteracdes bioquimicas de células e tecidos
associadas com o envelhecimento séo, frequentemente, fatores pro-inflamatorios. A
partir dessa conexao, muitos biomarcadores de envelhecimento vem sendo usados
em diferentes estudos sob estados inflamatoérios, onde niveis de proteina C reativa
(PCR), interleucina-6, ferritina e linfopenia foram mencionados (Clarke, R. et al.,

2016; Chen, Y. et al., 2021).

Ao consumir de forma prolongada AGEs, destaca-se como resultado a
producdo de uma molécula efetora pro-inflamatoria, molécula complemento 5a
(C5a), o aumento de outros marcadores inflamatorios, como por exemplo IL6, IL-1a,

ICAM e TIMP-1, e a ativagédo imune (Snelson, M. et al., 2021).

Como citado de forma breve anteriormente, AGEs tém a capacidade de
induzir a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Takeuchi, M., 2020).
Devido a isso, esse sera um parametro analisado neste trabalho. Vemos que o

estresse oxidativo esta relacionado com desbalanco redox em um organismo, e
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vemos trés tipos principais de EROs: radical anion superéxido (O2-), peroxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO-). Também existem oxidantes contendo
nitrogénio, onde o mais comum em estudos tratando de AGEs em organismos
humanos € o 6xido nitrico (NO-). Chama-se o grupo de oxidantes de nitrogénio de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e seu acumulo pode causar diversos
agravantes, como sinalizacdo redox e comprometimento do controle ou dano
molecular. O estresse oxidativo causado pelos oxidantes tem capacidade de induzir
reacOes de peroxidacéo lipidica e glicoxidacdo por meio do ataque a grupos amino
livres em proteinas, o que resulta na formacao, respectivamente, de ALEs e AGEs

(Moldagazieva, N. T. et al., 2019).

O aumento dos estados inflamatdrios e do estresse oxidativo dado pelos
AGEs possuem trés vias principais que sao consistentes com 0os mecanismos de

acao citados anteriormente, sédo eles:

(I) AGEs ligam-se a superficie celular ou reticulam-se com proteinas extracelulares

e intracelulares;

(I) AGEs catalisam a formacédo e acumulo de EROs;

(I AGEs se ligam a receptores (RAGES) que irdo induzir as cascatas de

mediadores patogénicos (Serin, Y. et al., 2021).

Demonstrou-se, em células de camundongo, que o eixo entre AGE-RAGE
ativa NADPH oxidase, aumentando o estresse oxidativo e inibindo a atividade do

fator de transcricdo (Wautier, M. P. et al., 2001).
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Outros mecanismos de importante destaque quando falamos sobre AGEs e
inflamac&o sdo os mecanismos pelos quais 0s mesmos desempenham um papel

em doencas e disturbios. Sao eles:

() A reticulacdo covalente de proteinas, lipidios e DNA do soro e da matriz

extracelular (MEC), o que resulta em comprometimento bioquimico e ruptura celular.

(I Interacédo dos AGEs com seus receptores (onde destaca-se o eixo AGE-RAGE),
desencadeando uma série de reacdes em cascata e vias de sinalizacao,

proliferacédo, autofagia e apoptose (Zeng, C. et al., 2019).

Além destes dois mecanismos, existem também outros quatro mecanismos

descritos por Chen e Guo, sao eles:

() geragéo de EROs;

(I comprometimento da funcédo mitocondrial;

(1l AGEs como antigenos que irdo induzir respostas imunes;

(IV) alergias causadas por AGEs (Chen, Y., e Guo, T. L., 2021).

O cruzamento de dados entre a quantidade de AGEs em doengas
degenerativas (onde destaca-se seu aumento) sugere que 0s primeiros podem ser
utilizados como biomarcadores de tais doencas, porém ainda existe uma
necessidade latente de melhorar os métodos de medicdo. Adicionalmente, a forma
soltuvel de RAGE (sRAGE) foi também estudada como um potencial biomarcador,
visto que sua quantidade aumentada no organismo permite a deteccao de doencas

degenerativas em seu estagio de risco inicial (Xu, X. Y. etal., 2017).

1.3.2 AGEs e a alimentacao
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E importante ressaltar que a formacéo de AGEs faz parte do metabolismo
normal, mas se niveis excessivamente altos de AGEs sao atingidos nos tecidos e
na circulacdo, eles podem se tornar perigosos a saude (Uribarri, J. et al., 2010).
Esse excesso pode se dar, justamente, através do consumo de certos alimentos,
primordialmente os aquecidos (Singh, R. B. A. M. et al., 2001). Os AGEs est&o
naturalmente presentes em alimentos de origem animal ndo cozidos, e o cozimento
resulta na formagé&o de novos AGEs dentro desses alimentos. Em particular, grelhar,
assar, selar e fritar propagam e aceleram a formacéo de novos AGEs. Se considera
bem documentado o fato de a dieta moderna ser uma grande fonte de AGEs

(Goldberg, T. et al., 2004).

Previamente, foi suposto que os AGEs provenientes da dieta (JAGES) eram
pouco absorvidos e devido a isso seu papel potencial na saude e nas doencas
humanas foi amplamente ignorado. No entanto, estudos recentes com a
administracdo oral de uma unica refei¢do rica em AGEs para seres humanos, bem
como AGEs de proteina uUnica rotulada ou dietas enriquecidas com AGEs
especificos, mostram claramente que os dAGEs sao absorvidos e contribuem
significativamente para o pool de AGEs do corpo (Koschinsky, T. et al., 1997 e Cali,

W. et al., 2008).

A dieta ocidental que vem se desenvolvendo dentre a populagédo tem um
grande aumento de consumo de alimentos processados. Nestes alimentos,
compostos quimicos sao adicionados com frequéncia para enriquecer o sabor,
textura ou a seguranca dos alimentos, porém os mesmos podem sofrer reacdes que
levam a formacéo de AGEs durante seu processamento térmico (Zinécker, M. K., &
Lindseth, 1. A., 2018). Diversos alimentos e bebidas presentes neste tipo de dieta

estédo repletos de acucares e gordura. Estes fatores em paralelo a diminuicao da



28

atividade fisica, o que também vem a fazer parte do estilo de vida de uma grande
parcela da populacdo ocidental, leva a doencas nessa civilizagéo (Adlercreutz, H.,
1990) e chamou a atencéo para pesquisas sobre a etiologia de diferentes estados
patolégicos, como por exemplo a resisténcia a insulina (Esmaillzadeh, A., et al.,
2007), diabetes (van Dam, R. M., et al., 2002), doencas cardiovasculares (DCV)
(Fung, T. T., Rimm, et al., 2001), cancer (Hintze, K. J., Benninghoff, A. D. & Ward,

R. E., 2012) e envelhecimento.

Devida a composicdo dessa dieta, deve ser direcionada uma atencdo a
glicacdo in vivo de proteinas. No corpo humano, a formacdo de AGEs € um processo
prolongado. O primeiro produto enddgeno de glicacdo precoce observado,
hemoglobina glicada (HbAlc), foi detectado em 1968 em um corpo humano em

estado de diabetes (Rahbar, S. et al., 1969).

AGEs por muitas vezes também sdo denominados como glicotoxinas e sua
presenca é resultante de uma grande quantidade de compostos de acucar e suas
interacdbes com aminoacidos, peptideos e proteinas humanas. Sua presenca
representa uma das teorias que vem a explicar as causas de danos celulares e
diversos disturbios teciduais, enrijecimento da matriz extracelular devido a glicacdo
do colageno ou aglomeracao de B-amiléide glicado levando a DA (Gill, V. et al.,

2019).

Takeuchi et al. estabeleceu um novo conceito de formacgédo de AGEs toxicos
(TAGE) onde ha uma forte conexéo entre a quantidade de Glycer-AGEs nas células
e os habitos de nutricdo humana (Takeuchi, M., 2020). Em seu trabalho, Takeuchi
ressalta que a ingestdo de AGEs provenientes da dieta (JAGEs) depende

principalmente do tipo de alimento e de seu processamento, onde gorduras sélidas,
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carnes gordurosas, laticinios integrais e alimentos altamente processados
(principalmente fritos, fritos, assados e grelhados) séo particularmente fontes ricas
em AGEs, reforcando a conexao entre a dieta ocidental e a formacao de AGEs.
Ainda dentro de seu estudo Takeuchi e colaboradores também observaram que, em
ratos cuja a dieta continha bebidas ricas em AGEs, observava-se um aumento da
expressdo de RAGE, do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no figado
e um acumulo anormal de TAGESs nos hepatdcitos (Takeuchi, M., 2020). Devido aos
dados encontrados, os autores concluiram que as interagdes entre TAGEs
extracelulares e RAGE que podem modular a sinalizacéo intracelular, modular a
expressdo de genes escolhidos, induzir a producdo de EROs em varios tipos
celulares e levar a liberacdo de moléculas pro-inflamatérias podem causar as

alteracdes patologicas observadas em doencas relacionadas ao estilo de vida.
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2 JUSTIFICATIVA

A National Health and Nutrition Examination Survey demonstrou que de 1999-
2000, nos EUA, 64,5% dos adultos estdo com sobrepeso ou sdo obesos (Hoper et al.,
2014; Smyth and Heron, 2006). No Brasil, pelos dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) vemos que o numero de pessoas com sobrepeso ou
obesas vem aumentando na populacdo. Pesquisas mostram que entre o ano de 2002
e 2003 aproximadamente 40% da populacdo estava com excesso de peso. Ja4 no
periodo entre 2008 e 2009 aproximadamente 49 % da populacdo era composta
por pessoas com excesso de peso (IBGE, 2004; IBGE, 2010).

Em dados mais recentes, de acordo com o ministério da saude, do ano de 2006
a 2018, o indice de pessoas obesas no Brasil teve um aumento de 67,8%, o que nos
mostra um aumento exponencial nas estatisticas. Em contrapartida, vemos que o
consumo de frutas e verduras aumentou em 15,5% nos ultimos 10 anos, o que
demonstra um interesse da populacédo em ter habitos mais saudaveis (MS, 2019).

Na pesquisa cientifica o uso de modelos animais tem como objetivo reproduzir
de forma experimental e controlada uma série de doencas ou fatores que acometem
os seres humanos. Com o uso do modelo animal de obesidade pretendemos elucidar
0s mecanismos fisiopatolégicos para assim entender os mecanismos fisiol6gicos
entre outros acarretamentos relacionados aos diferentes tipos de dietas que levam os
seres humanos a obesidade e buscar possiveis tratamentos e formas de prevencao
para a obesidade.

Visto que, em sua grande maioria, todas as dietas utilizadas neste estudo
guando analisadas na vida real dos seres humanos possuem altos niveis de alimentos
industrializados, 0s quais possuem processamentos a grandes temperaturas, se

torna necessario trazer para o estudo os efeitos que esse aquecimento pode acarretar
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nas consequéncias ja observadas no consumo destas dietas. Isso por que, sabemos
gue o processamento desses alimentos a altas temperaturas acarretam na formacao
de AGEs - advanced glycation end products) e também em produtos finais de
lipoperoxidacdo avancada (conhecidos em inglés como ALEs - advanced lipid
peroxidation end products) (Poulsen et al., 2013).

Devido a gama de fatores j4 estudados relacionando AGEs a diferentes
patologias assim como a grande lacuna que ainda permanece aberta sobre assunto
e sua extensa conexdo com dietas vastamente difundidas pela populagdo mundial,
faz-se necessaria uma maior atencdo sobre a bioquimica e a nutricdo destes
compostos para assim elucidar os mecanismos associados a absorgao e seus efeitos
sobre a saude dos humanos e animais de estimacao.

Sendo assim, ao reunirmos todos os fatores aqui estudados, teremos uma
visualizacdo e dados ainda mais completos e aproximados a realidade humana sobre

os diferentes estilos alimentares que podem levar a obesidade e suas consequéncias.
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3 HIPOTESE

Seria 0 agquecimento de dietas obesogénicas um fator de agravamento ou
alteracdo no estresse oxidativo induzido pela dieta, no status inflamatorio, nos niveis

de ansiedade e na inflamacédo de animais que consumissem estas dietas aquecidas?
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

e Analisar os diferentes efeitos das dietas com ou sem variacdes de
aguecimento, sobre processos bioquimicos e comportamentais decorrentes do
consumo das mesmas, verificando se 0 aguecimento pode gerar um indice
maior de maleficios para individuos submetidos a elas do que os ja causados

pelas dietas ndo aquecidas.

4.2 Objetivo especifico

e Investigar parametros de estresse oxidativo em diferentes regifes do figado e
sangue dentre os diferentes grupos.

e Investigar parametros de inflamacéo e degeneracéao.

e Acompanhar mensalmente a evolugédo do quadro inflamatério, do perfil lipidico
e da resisténcia a insulina nos animais das diferentes dietas.

e Quantificar os niveis de carboximetil-lisina em soro dos animais e também nas
amostras das diferentes dietas para avaliar o contetdo de AGEs.

e Verificar os efeitos diferenciais no equilibrio redox (caso existam) decorrentes
do aguecimento e ndo aquecimento das diferentes dietas em diferentes
orgaos.

e Observar se existem mudancas comportamentais decorrentes dos
tratamentos, tanto entre os diferentes tipos de dietas quanto entre aquelas

aguecidas e nao aquecidas.
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e Auvaliar se existe perda na capacidade cognitiva através de testes
comportamentais (teste de reconhecimento de objetos; Campo aberto; Y-

Maze).

e Avaliar o papel do aquecimento da dieta no desencadeamento da
sindrome metabdlica ligada a obesidade.

e Comparar se as dietas levam aos mesmos sintomas de uma dieta

hipercaldrica ou se as diferentes dietas geram diferentes efeitos devido aos

seus diferentes contetdos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias que foram
fornecidos pelo Centro de Reproducéo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL-UFRGS) e mantidos no biotério do departamento de Bioquimica da UFRGS,
Campus saude, sob condi¢bes padrédo especificadas pelo Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, pelas diretrizes de bem-estar em animais de laboratério e de
biosseguranca em experimentacdo animal pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e de acordo com a Lei Federal n. 11794, de 8 de
outubro de 2008, que regulamenta o uso de animais em pesquisa. Os animais foram
tratados com respeito e de forma humanitaria pelos executores, sempre respeitando
a resolucédo n° 879, de 15 de fevereiro de 2008, seguindo os trés “R’s” (Replacement,
Reduction e Refinement) da experimentacdo animal. Todos os profissionais
envolvidos no projeto possuem experiéncia no manejo de animais de experimentacao

e possuem capacidade comprovada para exercer tal fungéo.

O biotério onde os animais ficaram alojados dispde de um veterinario, e possui
condi¢cdes de manter os animais de acordo com a espécie, garantindo que o espaco
fisico e as condicbes de higiene e saude sejam respeitadas. A protecdo contra
predadores, vetores, vermes e outras pragas € garantida através de barreiras
sanitarias apropriadas para cada tipo de alojamento e de modelo animal. As
necessidades ambientais, como temperatura, iluminacao, ventilagéo, interacao social,
higiene e controle de ruido e odor foram atendidas de acordo com a espécie. Os

animais receberam nutricho adequada, nao contaminada e de procedéncia
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controlada, diariamente em quantidade e qualidade apropriadas para garantir sua

saude e bem-estar.

O trabalho foi realizado levando em consideracdo as normas estabelecidas
pelo comité de ética para pesquisa em modelos animais (CONCEA, 2016), levando
em consideracgdo a utilizagdo do menor niUmero de animais por grupo para manejo da
dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutanasia. Todos os animais
foram mantidos em caixas com ciclo claro-escuro (12h), com acesso a alimento e
agua ad libitum. Foram mantidos até quatro animais por caixa sendo essas caixas de
propileno com as dimensfdes de comprimento x largura x altura = 41x34x17,8cm
distribuidos em quatro animais por caixa e as mesmas foram limpas e trocadas trés

vezes por semana.
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Espécie Peso (g) 1 Area/Animal (em?) | Altura (em)* | Observagdes
Camundongos | Em grupos” <10 387 127 Animais maiores
podem necessitar
10a 15 516 127 de maior espago
parz adequado
15225 774 127 sededui oy
<25 >96,7 127
Fémea com 300 (espa¢o para o 127 Avaliar o modo
filhotes grupo) de reprodugio,
pols pode haver
variagoes no
nimero de
adultos e filhotes,
amanho e |dade
dos animais.©
Ratos Em grupos® <100 109.6 178 Animais maiores
podem necessitar
100 a 200 | 14835 178 de maior espao
para adequado
200 a 300 | 187,05 178 ke i sy
300 a 400 | 2580 178
400 a 500 | 3870 178
>500 =451.5 178
Fémea com 800 (espago para o 17.8 Avaliar o modo
filhotes grupo) de reproducio,
pois pode haver
variagoes no
nimero de
adultos e filhotes,
tamanho e idade
dos animais.”
Hamster® <60 645 152 Animais malores
podem necessitar
60280 |838 15,2 de maior espago
802100 |1032 15,2 para adequado
desenvolvimento.
>100 =1225 152
Cobaio® <350 387.0 17.2 Animais maiores
podem necessitar
350 =651.5 178 de maior espao
parz adequado
desenvolvimento.

(A) Distincia do assoalho a0 topo da gaol.

(B) Deve-se considerar as caracteristicas de crescimento, tamanho do grupo e sexo dos animais; prever se haverd
g'\nho de peso ripido sendo preferivel proporcionar um espaco maior na expectativa futura de amanho do animal,
como considerar que roedores jovens sio muito ativos e mostram aumento da brincadeira.

(C) Considerar possiveis eliminacdes seletivas de filhotes ou separacio de ninhadas do grupo para permitir
melhoramento, bem como seguranga e bem-estar a0 grupo. O espago deve ser suficiente para que as mdes e suas
respectivas ninhadas consigam se desenvolver até o desmame, sem qualquer efeito prejudicial para ambos.

Figura 4: Recomendacdo de espaco minimo para roedores alojados em grupos.
Fonte: E-BOOK Normativas do CONCEA (2016 — 32 edicao), disponivel em: E-book

Normativas do CONCEA - 2016 -3a Edicao-1 .

5.1.1 Desenho experimental


http://www.ufrgs.br/ceua/docs-e-formularios/e-book-concea/at_download/file
http://www.ufrgs.br/ceua/docs-e-formularios/e-book-concea/at_download/file
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530 dia de vida 600 dia de vida 17009 dia de vida
1100 dia de dieta 180° dia de vida
A A A 120° dia de dieta
=
g |
E =
2
S 12 semana ‘ 23semana | }
:I'i'::': da Testes )
Pesagem diria dos comportamentais EUTANASIA

animais e ragao
(adaptacao ao local e 3
equipe)

Figura 5: Desenho experimental.

Apos 53 dias de vida os ratos foram manipulados diariamente para se adaptarem a
equipe (durante a manipulacdo os animais sdo pesados, bem como a racdo que
consomem), e ao completarem 60 dias se iniciou-se o tratamento. Apés 110 dias de
tratamento foram realizados testes comportamentais, e apos 120 dias de tratamento

0s animais foram eutanasiados com entdo 180 dias de vida.

5.1.2 Célculo do tamanho amostral

Foram necessarios dez animais para cada grupo considerando o teste
comportamental Water Maze (desvio padrdo = 60; diferenca minima = 40; poder 80%)
(Jeon et al., 2012). Podemos observar na literatura diversos estudos que avaliam
o efeito de diferentes dietas, os quais apresentam um namero amostral semelhante
(Borges et al., 2013; de Assis et al., 2009; Higa et al., 2014; Jeon et al., 2012;
Sampey et al., 2011; Woods et al., 2003; Yang et al., 2013). A escolha do n amostral

foi também baseada na necessidade de fazer multiplas analises em tecidos de baixo
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rendimento, como por exemplo as estruturas do sistema nervoso central. Para estes
tecidos (hipotdlamos e hipocampo) foram separados 6 amostras das 10 coletadas
para andlises de estado redox e dano oxidativo e 4 para marcadores de
neurodegeneracéo e inflamacgé&o. Visto que para este trabalho utilizaremos 06 grupos,

foram necessarios 60 animais.

5.2 Tratamento

5.2.1 Dietas

Animais com 60 dias de vida foram separados randomicamente em 07 grupos
de 10 animais cada, os quais receberam diferentes dietas durante 16 semanas. A

tabela 1 apresenta a descricdo dos componentes de cada dieta.

1. Dieta controle (CHOW)

2. Dieta controle aquecida (HEATED CHOW)

3. Dieta rica em lipidios (HIGH FAT DIET)

4. Dieta rica em lipidios aquecida (HEATED HIGH FAT DIET)

5. Dieta de cafeteria padronizada (WESTERN DIET)

6. Dieta de cafeteria padronizada aquecida (HEATED WESTERN DIET)



Componentes
(9/Kg de racao) CHOW HFD WD
Proteina de
Proteina soja 200 200 200
TOTAL 200 200 200
Banha de
porco* 0 335 200
Lipidios Oleo de soja 40 0 20
TOTAL 40 335 220
Amido de milho 550 235 170
Carboidratos |Agucar 100 100 300
TOTAL 650 335 470
Sal (sédio) 5(1,9) 5(1,9) 20 (7,86)
Fibras 50 50 30**
Vitaminas 10 10 10
Outros Minerais*** 35 35 35
componentes )
Colina
bitartarato*** 2,5 2,5 2,5
Metionina 3 3 3
Lisina 3 3 3
TOTAL EM
GRAMAS 1001 1001 1001

Tabela 2: Tabela nutricional.

*100g de banha fornece 94 mg de colesterol.

** Cordain (2005) e colaboradores atestam que o conteudo ingerido de fibras nos
EUA é metade do recomendado. Para animais o recomendado é cerca de 5% da
dieta (AIN-93M).

*** Bitartarato de colina esta presente no mix vitaminico.

**** O mix de minerais contem 5g de NaCl.



CHOW HFD WD
Kcal/peso de 21% 15% 17%
ragao 10% 60% 42,50%
69% 25% 40,50%
Total de
Kcal/kg de
racao 3760 5335 4660

Tabela 3: Fontes das Kcal para cada dieta.
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As dietas eram preparadas manualmente e trocadas trés vezes por semana

para evitar o desenvolvimento de mofos e/ou cheiros que pudessem ser

desagradaveis aos animais. A formulacdo das dietas e a fonte de calorias estédo

descritas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. A dieta de cafeteria padronizada

(WD) é composta de uma mistura que se assemelhe com a dieta de cafeteria ndo

padronizada: 20% de proteina, 22% de gordura, 47% de carboidratos, 2% sal, 4%

fiboras e 5% de minerais, vitaminas e nutrientes essenciais, como previsto por

Bortolin, R. C. et al., 2018.

Para as dietas aquecidas, ap0s a realizacdo da mesma, 0 aquecimento foi

realizado a 180°C por 35 min. Para verificar a formagao de AGEs na dieta foram

guantificados

carboximetil-lisina

5.3 Experimentos

5.3.1 Anélise comportamental

através

de

ELISA.

Apés 110 dias de administracdo da dieta, os animais foram submetidos a

testes de aprendizado/memadria conhecidos como teste de reconhecimento de

objetos e Water Maze.
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A) Teste de reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objeto foi, de forma resumida, realizado em
uma arena de 40cm x 50cm cercada por paredes de 50cm de altura. O piso dessa
arena foi dividido em 12 retangulos idénticos. Todos os animais foram submetidos
previamente a uma sessao de habituacdo na arena onde eles ficaram livres para
explorar a mesma livremente por 5 min. Nenhum objeto foi colocado na arena
durante essa habituacdo. Foram utilizados como padréo de avaliacdo das atividades
locomotoras e exploratérias 0 numero de cruzamentos entre quadrantes e a
frequéncia dos comportamentos do tipo rearing, respectivamente. Em diferentes
tempos apés a habituacédo de 5 min o treinamento foi conduzido, onde se posicionou
o animal por 5 min no aparato com dois objetos idénticos posicionados em quinas
adjacentes, os quais estavam a 10 cm de distancia das paredes. Em um
reconhecimento a curto prazo o teste de memdria foi realizado 1,5 h apés o
treinamento e os animais foram posicionados na arena para explora-la na presenca
de um objeto familiar e um desconhecido. Todos os objetos possuiam textura, cor e
tamanhos similares, distinguindo-se apenas pela forma. Ja em um reconhecimento
a longo prazo o teste de memoria foi realizado 24h apés o treinamento. A exploracéo
dos objetos foi considerada como farejar ou tocar o objeto com as narinas e/ou patas

(Hammond et al., 2004).

Modelo com grau abaixo do limiar inferior, segundo o guia de severidade

dos procedimentos cientificos da CEUA-UFRGS (2009).

B) Teste de campo aberto

O teste comportamental conhecido como campo aberto € uma medida muito

utilizada para analisar o comportamento exploratério e a atividade geral de ratos e
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camundongos. Neste, tanto a qualidade quanto a quantidade da atividade realizada
pelo animal podem ser medidas. Em resumo, o campo aberto é um recinto,
geralmente quadrado, retangular ou circular com paredes que o circundam e
impedem a fuga do animal nele contido. O resultado mais comumente observado é
o de “‘movement’, entretanto, isso pode ser influenciado por motor output,
exploratory drive, freezing (todos parametros a serem analisados) ou outros
comportamentos relacionados ao medo, doencgas, tempo relativo no ciclo circadiano,
entre outras variaveis. A distancia percorrida, o tempo corrido em movimento e a
mudanca na atividade ao longo do tempo estdo também entre os parametros a
serem tabulados e observados. Alguns resultados, particularmente a defecacao, o
tempo no centro e atividade nos primeiros 5 minutos avaliam alguns aspectos da
emotividade, incluindo ansiedade. O teste campo aberto também € comumente
usado como mecanismo de avaliacdo de efeitos sedativos, toxicos ou estimulantes
de diferentes compostos. Sendo assim, este teste mede uma série de facetas
diferentes do comportamento, além da simples locomocao do animal. O mesmo
possui varios usos e estd incluido em quase todas as andlises completas feitas

sobre o comportamento de roedores (Gould, T. D., Dao, D. T., & Kovacsics, C. E.,

2009).

Modelo com grau abaixo do limiar inferior, segundo o guia de severidade

dos procedimentos cientificos da CEUA-UFRGS (2009).

C) Teste Y-Maze

Embora o design deste experimento seja suficientemente basico, o Y-Maze
(labirinto em Y) pode ser utilizado para avaliar a memoria de curto prazo em

camundongos. Neste teste, a alternancia espontanea, que ira medir a memoria de



46

trabalho espacial, pode ser avaliada ao permitir que os animais explorem livremente
0S trés bragos do labirinto, sendo este comportamento impulsionado pela
curiosidade inata dos roedores em explorar areas nunca visitadas. Um rato ou
camundongo com boa memodria de trabalho € considerado como aquele que
lembrara os bracos do labirinto que ja visitou e mostrard uma tendéncia a entrar em
um braco visitado de forma menos recente. Para que isto ocorra, é requerida a
interacao em diferentes regides do cérebro, como o hipocampo e o cortex pré frontal,
dependendo de seu funcionamento correto. O teste € realizado usando um labirinto
em forma da letra Y com trés bracos opacos de cor clara orientados em angulos de
120° um do outro. O animal é introduzido em uma determinada posi¢ao no labirinto
e pode explorar os bracos livremente por um curto periodo de tempo. Uma entrada
€ considerada quando os quatro membros do rato ou camundongo estao
posicionados dentro de um dos bracos do labirinto. Uma "alternancia” é considerada
guando ocorrem entradas consecutivas em todos os trés bragcos. Sendo assim o
namero de entradas e de alternancias dos bracos sao registrados para calcular a
porcentagem do comportamento de alternéncia. Considera-se que uma alta

porcentagem significa uma boa memdria de trabalho, indicando que o animal lembra

quais bracos ja visitou (Kraeuter, A. K., Guest, P. C., & Sarnyai, Z., 2019).

Modelo com grau abaixo do limiar inferior, segundo o guia de severidade

dos procedimentos cientificos da CEUA-UFRGS (2009).

5.3.2 Eutanésia

Ao término dos quatro meses (120 dias) de tratamentos os animais foram
eutanasiados por decapitagdo com guilhotina e suas estruturas (cérebro, tecido

adiposo, coracao e figado) foram isoladas, assim como o sangue que foi coletado
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para as analises. Antes de ser estocado a -80°C, o sangue foi separado em soro e
eritrocito. No encéfalo foram isoladas as seguintes estruturas: cortex, cerebelo,

hipocampo e estriado.

Os animais foram eutanasiados em uma sala especifica, um animal por vez,
para assim minimizar o estresse dos mesmos devido ao odor e som dos outros
animais. Eles foram sacrificados por decapitacdo com guilhotina para evitar qualquer
tipo de interferéncia nos parametros bioquimicos de diferentes estruturas pela
presenca de anestésicos, visto que o0 uso de anestésicos pode afetar nas analises
do SNC (Ward et al., 2012). Este é considerado um método sem recuperacao,
prevenindo sofrimento posterior ao animal. As carcacas dos animais foram
devidamente encaminhadas dentro de sacos plasticos ao biotério do Departamento
de Bioquimica, onde foram mantidos a -20°C até a coleta pela empresa contratada

responsavel pelo descarte apropriado.

Modelo sem recuperacédo, segundo guia dos procedimentos cientificos

da CEUA-UFRGS (2009).

5.3.3 Perfil redox

Foram utilizados para a realizagao destas analises 0s seguintes 6rgaos: figado,
coértex, hipocampo e hipotalamo, além do plasma e soro sanguineo. Os 6rgaos foram
separadamente homogeneizados em tampao fosfato (PBS 50mM) e sobre tais
estruturas foram realizados 0s seguintes testes de estresse oxidativo: Grupamentos -
SH total, carbonil e TBARs (Espécies reativas de acido barbiturico), Catalase (CAT),
Glutationa peroxidase (GPx) e Superéxido dismutase (SOD). Estas técnicas foram
utilizadas para avaliar o dano oxidativo a biomoléculas a partir da quantificacéo de

marcadores de dano oxidativo a lipidios e proteinas.
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5.3.3.1 Enzimas antioxidantes e de desintoxicacao

A) Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi computada medindo a razdo da diminuicdo da
absorbancia do peréxido de hidrogénio (H202), utilizando um espectrofotdmetro a
240nm (Aebi, 1984). Para realizar esta técnica as amostras foram homogeneizadas
em PBS geral e mantidas a temperatura ambiente. Em uma placa de 96 pocos foram
entdo pipetados em torno de 10 uL de amostra, completando o volume para 195 uL
com tampéo CAT. O branco foi entdo lido a 240nm em espectrofotometro e apds foram
pipetados 5 uL de peroxido de hidrogénio 1M em todos os pontos, os quais foram lidos
em cinética com intervalos de leitura de 15s, totalizando 5 minutos. Apés a leitura da
absorbancia foi usada a seguinte férmula para estimar o valor final de unidades de

CAT por mg de proteina:

Unid CAT/mg prot = _(2,361*AAbs)

(Absinicia*mg prot*0,67)

B) Glutationa peroxidase (GPX)

Para determinar a atividade da GPx foi computada a taxa de oxidacdo de
NADPH usando um espectrofotdmetro a 340 nm na presenca de glutationa reduzida,
hidroperdxido de terc-butil e glutationa redutase, como descrito por Wendel, 1981.
Para que isso ocorra o tecido foi homogeneizado em tampéo fosfato de potassio
50mM e, conseguintemente, as diluicdes do tecido foram padronizadas em tampéao
incubagcédo. Em uma placa de 96 pocos foram pipetados 20uL de amostra, 20uL de
NADPH e os mesmos tiveram seu volume completado para 160 pL com tampéao
fosfato de potassio 20mM. A placa foi entdo pré-incubada a 37°C por 5 a 10 minutos.

Posteriormente a incubacdo foram adicionados 10 pL de glutationa e 10 pyL de
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glutationa redutase e a placa foi lida em espectrofotometro a 340 nm por 3 min (20
em 20 segundos) a 37 °C. Apés esta leitura foram adicionados 20 uL de Tert-Butil
Hidroperoxido e a placa foi novamente lida em 340 nm por 6 min (15 em 15 segundos).

Para a realizacdo do branco foi feito o mesmo protocolo da amostra, porém o
volume de amostra foi substituido por tampdo fosfato de potassio.
A taxa de decaimento da absor¢cdo do NADPH pela reagéo acoplada da GPx com a
glutationa redutase indicando a atividade da GPx no tecido a partir da leitura das
placas foi medida pela seguinte férmula:

umol NADPH/min/mg proteina = (AAbS 1 min) X 0,2 X 1000
6,22 X 0.67 X prot (mg)

C) Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD foi computada a partir da inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina
dependente de anion superéxido, usando um espectrofotdbmetro a 480 nm, como
descrito anteriormente por Misra & Fridovich, 1972. Para a realizacdo da andlise o
tecido foi homogeneizado em PBS e centrifugado a 3.000g por 10 min. Em cada po¢o
foram pipetados 5uL de catalase (CAT), realizando quadruplicatas de cada amostra
com 5, 10, 15 e 20uL de amostra complementados, respectivamente, com 185, 180,
175 e 170 uL de tampao glicina, mantendo volume final do poco em 195 uL. Apds
este processo foram preparados poc¢os para a auto oxidacao da adrenalina, com 190
uL de tampéo e 5 uL de CAT, e entdo a leitura dos brancos (sem adrenalina) foi
realizada a 480nm por espectrofotometria. Conseguintemente foram adicionados 5uL
de adrenalina em todos o0s poc¢os e a placa foi monitorada em leitor de placa durante

10 minutos de 10 em 10 segundos a 480nm a 32°C.

D) Glutationa s-transferase (GST)
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Conhecidas como o principal grupo de proteinas soluveis no figado, a
Glutationa S-Transferase € o principal grupo de proteinas sollveis encontradas no
figado e possuem como principal funcéo realizar a detoxificagdo de compostos
eletrofilicos e podem ser encontradas na forma de xenobidticos ou geradas
intracelularmente (Hayes & Pulford, 1995). Entre as importantes consequéncias de
sua acao detoxificante se encontra a protecado contra estresse oxidativo, cancer e
doencas degenerativas ligadas ao envelhecimento (Babbitt, 2000).
A medida da atividade da GST foi feita conforme metodologia descrita por Habig et al.
(1974) onde a atividade da enzima GST foi medida usando como substrato 1 cloro 2,4
dinitrobenzeno (CDNB) (SIGMA), preparado em etanol 80%. O experimento foi
realizado com tampao fosfato de potéassio 0,1 M e pH 6,5, na presenca de 1mM de
glutationa reduzida, 1mM de CDNB e 100 L do extrato de figado. A amostra utilizada
para verificar a taxa de reacdes nao enzimaticas foi parte da mistura porém sem
adicdo da fracdo citosélica (controle). Para realizar corre¢cdes nas medidas de
absorbancia da reacéo foi feita a subtracdo da absorbancia na auséncia da enzima
(controle) e a variacdo da absorbancia do substratos quando conjugado a glutationa
foi monitorada usando um espectrofotdbmetro modelo GBC-UV 918.

Visto que, uma unidade de GST é definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 umol do conjugado GSH/CDNB por minuto, a férmula
utilizada para estimar o valor final de GST foi:

U GST/mL: A 1 min* Vpoco* [ ] prot

5,3*Vamostra

5.3.3.2 Dano a macromoléculas
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E) TBARS (Espécies reativas de acido barbiturico)

Esta técnica foi utilizada como parametro de lipoperoxidagdo. As espécies
reativas sdo quantificadas por uma reacdo acida de aquecimento com acido
tiobarbiturico, de acordo com Esterbauer, H., & Cheeseman, K. H. — Methods in
Enzymology (1990). De maneira resumida, as amostras foram homogeneizadas em
tampéo fosfato e centrifugadas a 3.000g por 10 min. Ao sobrenadante (100 uL) foi
adicionado acido tricloroacético (TCA) 15% (200 ulL) e essa combinacao foi entdo
centrifugada a 10.000g por 10 min. O sobrenadante resultante foi entdo pipetado em
uma placa de 96 pocos e misturado a 100uL de solucdo &cido tiobarbittrico (TBA)
0,67%. Apés ser pipetada também a curva que consiste em 1,1,3,3,
tetrametoxipropano (TMP), &gua miliQ e TBA a placa foi coberta com tampa de
silicone e incubada em banho seco (dry block) durante 20 min a 100°C. Apés o
resfriamento da placa, o conteddo de TBARS foi determinado por sua absorbancia em
um espectrofotbmetro a 532nm. Os célculos utilizados para determinar o valor total
de TBARS por mg de proteina foram:

ABS
FCP=nmol TMP nmol TBARS/mg prot
curva nmol no pogo= FCM*ABS = nmol no pogo*3

Onde FCM ¢ a medida da média de FCP, mg prot é referente a quantidade de proteina
utilizada na técnica e o fator 3 considera a retirada de 1/3 de mostra (100 uL

provenientes da reagao 100 uL amostra + 200 TCA).

F) Carbonil (Determinacao de grupamentos carbonilados)
Carbonilacdo é um tipo de oxidacdo proteica que forma cetonas ou aldeidos
reativos que podem reagir com 2,4 - dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar

hidrazonas, como descrito por Levine RL em Methods Enzymology (1990). A
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guantidade formada de hidrozonas das proteinas € quantificada
espectrofotometricamente. Sendo assim, a quantificagéo de grupamentos carbonil foi
entdo baseada em uma reacdo com DNPH, na qual, de maneira resumida, as
proteinas sdo precipitadas pela adi¢cdo de acido tricloroacético 20%, centrifugadas a
4000 xg por 5 minutos e descartado o sobrenadante, de acordo com Levine RL, et al.
(1990). O restante de amostra deve ser ressuspendido em 100uL de NaOH 0,2 e
depois adicionados 100uL de DNPH 10mM. Apés incubacao e adicao de 100uL de
TCA 20% e centrifugacao a 16.000xg por 5 minutos devem ser realizadas 3 lavagens
com etanol/acetato de etila (1:1). O material devera entao ser ressuspendido com
1mL de uréia (8M pH 2,3) e centrifugado a 16.000xg por 4 minutos, para entdo poder
ser transferido para uma placa de 69 pocos. Desta forma, o contedado de grupamentos
carbonil foi determinado por sua absorbancia em um espectrofotbmetro a 370nm.
Apbs a leitura da absorbéancia foi usada a seguinte formula para estimar o valor final
de carbonilas por mg de proteina:

nmol de carbonil/mg proteina= _(ABS)*67,84
mg proteina

G) Sulfidril (Grupamentos SH total [tiol reduzido])

Esta técnica foi utilizada para dosar grupamentos SH proteicos e ndo protéicos
utilizando a reacg&o entre os mesmos e Acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) ,
de acordo com Ellman, G. L. (1959). Para a realizagdo dos experimentos foi
homogeneizada a amostra em PBS e posteriormente centrifugada a 3.000g por 10
min e coletado o sobrenadante. Deste sobrenadante foram utilizados de 30 uL a 80
uL os quais tiveram seu volume completado para 170 uL com PSB, 30 uL de tampéao
forte e 10 uL DTNB 10mM .a qual deve ser combinada com 30 uL de tampao forte,

10uL de DTNB 10mM. Nesta técnica foram utilizados dois brancos para controle, um
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deles sendo formado de 170 uL de PBS, 35 uL de tampao forte e 10 uL PBS enquanto
0 outro era formado de 170 uL de PBS, 35 uL de tampéo forte e 10 uL de DTNB
10mM. Essa placa foi entdo incubada por uma hora a temperatura ambiente e entéo
lida em espectrofotbmetro a 412 nm.

Apés a leitura da absorbancia foi usada o seguinte célculo matematico para

obter o valor final de SH:

mol SH = (ABS amostra - Branco DTNB) X 0,00021
9,434

Onde, para expressar mol SH/mg proteina, o valor resultante foi dividido pela

guantidade de proteina que foi utilizada no experimento.

Os resultados das absorbéancias computadas pelo espectrofotbmetro apdés cada
leitura foram entdo utilizados para a realizacao de diferentes céalculos e analises de

acordo com o protocolo de cada técnica.

5.3.4 Perfil inflamatério

A) E.LLS.A.KIT
TNF-q, IL 6, leptina, resistina, adiponectina foram quantificadas a partir do soro
dos animais através de kit comercial de ELISA de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Também por kit de ELISA foi analisado o perfil inflamatorio do figado, onde
as amostras foram previamente homogeneizadas e diluidas para que obtivessem

concentragéo final entre 5 e 10 pg/mL.

B) E.L.I.S.A. indireto
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O conteudo de carboximetil-lisina foi avaliado nas amostras de soro dos
animais através da técnica de ELISA indireto. Esta técnica utiliza dois anticorpos,
primério e secundario. Em resumo, a amostra foi primeiramente homogeneizada e
diluida em tampé&o fosfato (PBS geral pH~7,4) para que tenha uma concentracao final
de proteina de 5 a 10 pg/mL. Esta diluicéo foi entdo pipetada (50 uL) em pocgos de
uma placa especifica para a técnica e o antigeno é adsorvido no poco. Logo foi feita
a primeira lavagem e a amostra é entdo preparada com o anticorpo primario nao
marcado (este possui especificidade com o antigeno a ser detectado) e a mesma
incubou por 2h a temperatura ambiente.

Caso o antigeno especifico esteja presente na amostra, o anticorpo se ligara
ao mesmo. Em seguida deve ser realizada uma lavagem com tampéao de lavagem
para retirar os anticorpos que ndo ligam ao antigeno de teste. Logo foi inserido o
anticorpo secundario (este possui especificidade apenas para 0s anticorpos
priméarios). Outra incubacdo se fez necesséria. Se o anticorpo primario obteve
sucesso ao se ligar ao antigeno, havera uma ligacao entre o anticorpo primario e
secundario, o que ir4 entdo permitir a deteccdo do mesmo. Apds serem adicionados
100 pL de substrate solution em cada poc¢o, aguardados de 5 a 30 min para o
desenvolvimento suficiente da cor e adicionados 100 uL de stop solution (2 M H2SO4)

a placa foi entdo lida a 450nm.
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6 RESULTADOS

6.1 Perfil Inflamatério

Além da inflamacéo e diferentes hormdnios secretados pelo tecido adiposo que
podem estar elevados em um quadro de obesidade, diferentes estudos demonstram
gue, a partir de certo limiar, o individuo pode vir a desenvolver resisténcia a insulina
(Sandu, O. et al, 2005). Devido a esses dados, foi realizada uma analise sérica dos
animais em jejum. A andlise de glicemia em jejum demonstrou resultados
significativos entre o controle aquecido (HEATED CHOW) e a dieta WD, como

podemos ver na Figura 6.

SORO INSULINA/JEJUM
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1.0
0.54
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S & O L0 O O
c}?‘o Gbo X 0,33 N °$
& & &
Q&V‘S Qg’ ‘?‘QI

Figura 6: O grafico representa a insulina sérica em jejum expressa em ug | -1. Os
dados sdo expressos como medias £+ SEM (Standard error of the mean) n=8.
Diferencas significativas sdo expressadas por * (1-way ANOVA de multiplas

comparacoes).
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Para observar de forma mais completa a possivel resisténcia a insulina, realizamos
também o teste de HOMA-IR, vastamente conhecido e utilizado com este proposito
em seres humanos, auxiliando em possiveis diagnoésticos de diabetes. A analise
sérica realizada a partir da técnica HOMA-IR demonstrou resultados significativos

entre as dietas controle (CHOW), controle aquecido (HEATED CHOW) e HFD para

com a dieta WD, como indicado na figura 7.
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Figura 7: O gréfico representa a resisténcia a insulina medida pelo indice de
avaliacdo do modelo homeostético de resisténcia a insulina (HOMA-IR). Os dados
sdo expressos como médias + SEM (Standard error of the mean) n=8. Diferencas
significativas sao expressadas por *, as quais sdo observaveis entre a dieta ocidental
(WD) quando comparada com o controle (CHOW), gquando comparada com o
controle aquecido (HEATED CHOW) e quando comparada com a dieta rica em

gordura (HFD) (1-way ANOVA de multiplas comparagoes).
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Foram realizadas andlises de leptina e adiponectina, assim como o0 balanco das
mesmas, com a finalidade de concebermos um melhor entendimento das
substancias secretadas pelo tecido adiposo desses animais e quais as diferencas
entre cada tratamento diferente. A andlise sérica de adiponectina ndo apresentou
resultados significativos. Entretanto, a analise de leptina, assim como a razao
leptina/adiponectina apresentaram resultados significativos entre a dieta controle
(CHOW) e a dieta WD; entre a dieta controle aquecida (heated chow) e a dieta heated
HFD, assim como as dietas WD e heated WD; e entre a dieta HFD e WD. Este

resultado é apresentado na figura 8.
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Figura 8: (A) O grafico representa o
equilibrio entre as adipocinas de efeitos
opostos, medido através da relacdo
leptina/adiponectina. (B) O gréfico
representa a leptina sérica em jejum
expressa em ng ml -1. (C) O grafico
representa a adiponectina sérica em
jejum expressa em pg ml - 1. Os dados
sd0 expressos como médias + SEM
(Standard error of the mean) n=9.
Diferencas significativas sdo expressadas
por * (1-way ANOVA de mdltiplas

comparacoes).
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Para lograr homogenia entre 0os ensaios e parametros analisados neste trabalho o
tltimo complemento do perfil inflamatério e um estudo que vem a conectar 0 mesmo
com o perfil redox foi a realizacdo de uma analise sérica de carboximetil-lisina, visto
gue a mesma, quando encontrada em valores altos, indica dano oxidativo a
proteinas. Esta andlise demonstrou resultados significativos entre a dieta controle
(CHOW) e as dietas HFD, heated HFD, WD e heated WD, assim como o controle
aquecido (HEATED CHOW), o qual demonstrou significancia para com 0S mesmos
grupos (HFD, HEATED HFD, WD e HEATED WD). O resultado pode ser visualizado

na figura 9.

SORO CARBOXIMETIL-LISINA
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Figura 9: Avaliacdo dos produtos finais séricos de glicacdo avancada avaliados
pelos niveis de Ne-carboximetil-lisina (% do controle). Os dados sao expressos como
médias + SEM (Standard error of the mean) n=8. Diferengas significativas sao

expressadas por * (1-way ANOVA e multiplas comparacdes).
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Baseado em resultados expostos na literatura (Lee et al., 2013), previamente citados
no item 1.1.1 Obesidade e sua relagdo com a inflamacéo e o desenvolvimento
de outras doencas, foram realizadas diferentes analises de marcadores pr6 e anti
inflamatérios a fim de verificar possiveis respostas inflamatérias aos diferentes
tratamentos. A partir de amostras seéricas e hepaticas foram analisadas trés
diferentes interleucinas ja bem descritas na literatura e usualmente aumentadas em
guadros de obesidade. Dito isso, as andlises hepaticas das interleucinas 10 e 1 assim
como as andlises a partir de soro das interleucinas 10 e 6 ndo apresentaram

resultados significativos, como demonstrado na figura 10.
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Figura 10: (A) e (C) Os gréficos representam as IL-10 do figado e séricas
(respectivamente) expressas em % relativa ao controle. (B) O grafico representa as
IL-1 séricas expressas em % relativa ao controle. (D) O gréafico representa as IL-6
séricas expressas em % relativa ao controle. Os dados sdo expressos como médias
+ SEM (Standard error of the mean) n=8. Diferencas significativas sdo expressadas

por * (1-way ANOVA e multiplas comparacdes).
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Para podermos observar o quadro inflamatério dos animais de forma mais completa

foi também realizada uma andlise hepatica e sérica do fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a), considerada como uma citocina que possui propriedades pro inflamatérias

e tende a estar presente no tecido adiposo de individuos obesos (Teixeira, C. S. L.,

2015). Diferentemente de outros resultados apresentados em diferentes estudos,

neste trabalho as andlises de TNF-alfa realizadas a partir do figado e do soro dos

animais ndo obtiveram resultados significativos (P valor figado: 0.3590, soro:

0.2072), como podemos visualizar na figura 11.
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Figura 11: (A) O grafico
representa TNF-a do figado
expresso em pg ml-1. (B) O
grafico representa TNF-a
sérico expresso em pg mi-1.
Os dados sdo expressos
como meédias + SEM
(Standard error of the mean)

n=8. (1-way ANOVA e

multiplas comparacoes)
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6.2 Perfil Redox

Foram realizadas 7 analises redox, para avaliar o estresse oxidativo e as atividades
enzimaticas que poderiam ou nao ter sido causadas pelos tratamentos.
Ao analisarmos amostras do figado dos animais submetidos as diferentes dietas,
podemos verificar que as analises de carbonil e sulfidrila, as quais, caso
significativas, indicariam dano; ndo apresentaram resultados significativos. Em
contrapartida, a analise de TBARS, que assim como as anteriores é representativa
para estresse oxidativo na amostra (conforme explicacdo na secdo 5.3.3 E),
apresentou resultados significativos entre a dieta controle e HFD (p=0,0330), heated
HFD (p=0,0052) e WD (p=0,0017) assim como a dieta controle aquecida, a qual
apresentou resultados significativos em relacdo aos mesmos grupos (p= 0,216,

p=0,0032 e P=0,0010, respectivamente), como pode ser visto na figura 12.
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Figura 12: (A) O gréfico representa a
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A fim de investigar ndo apenas os danos causados pelas diferentes dietas
mas também a resposta fisiolégica de defesa a elas, foram realizados quatro
diferentes ensaios para verificar a resposta enzimatica aos tratamentos. Para isso foi
utilizado o figado dos animais, a partir dos quais verificamos que as analises de CAT,

GPx e SOD néo apresentaram resultados significativos. Em contrapartida, a analise
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de GST apresentou resultados significativos entre a dieta controle aquecida (Heated

Chow) e HFD (p=0,0003), heated HFD (p=0,0083), WD (p=0,0399) e heated WD

(p=0,0002), como pode ser visualizado na figura 13.
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Figura 13: (A) Quantificacdo de catalase (CAT) medindo a razdo da diminuicdo da

absorbancia do peroxido de hidrogénio (H202). (B) Quantificacdo de glutationa s-
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transferase. (C) Quantificacdo de glutationa peroxidase através da taxa de oxidacao
de NADPH. (D) Quantificacdo de superéxido dismutase. Os dados sdo expressos
como médias + SEM (Standard error of the mean) n=6. Diferencas significativas sao

expressadas por * (1-way ANOVA e multiplas comparacgoes).

6.3 Comportamento

Devido a quantidade crescente de estudos correlacionando doencas
degenerativas ao consumo excessivo de AGEs (Xu, X. Y. etal., 2017) e a obesidade
a psicopatologias (Stunkard et al., 2003) realizamos também diversas analises
comportamentais para verificar se seria, ou nao, possivel observar o
transparecimento dessas alteracbes a partir do comportamento dos animais.
Neste trabalho ndo observamos diferencas significativas comportamentais entre 0s

diferentes grupos.
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Figura 14: Resultados referentes ao teste comportamental em campo aberto. Os dados

sdo expressos como meédias £ SEM (Standard error of the mean) n=12, Kruskal-Wallis.
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Figura 15: Resultados referentes ao teste comportamental de reconhecimento de

objetos. Os dados sdo expressos como médias + SEM (Standard error of the mean)

n=12, Kruskal-Wallis.
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7 DISCUSSAO

AGEs estao presentes em alimentos derivados de animais mesmo quando
crus, mas sua quantidade ira aumentar a medida que ele for processado
(principalmente através do aquecimento). Os processos de grelhar, assar, ferver,
dourar e fritar sdo particularmente favoraveis para a formacéo de AGEs (Sharma, C.
et al, 2015). Estes processos sdo, em geral indispensaveis para a preparacao de
produtos na industria alimenticia nos dias de hoje, pois além de evitarem certas
contaminacdes, também aumentam a palatabilidade do produto, modificando seu
sabor, sua cor e aparéncia, aumentando seu prazo de validade e reduzindo a
probabilidade de doencas que podem ser transmitidas por alimentos (Uribarri, J. et
al, 2010). Além destes processos, diversos produtos comumente consumidos nas
dietas modernas (como sopas enlatadas ou misturas secas) sdo ricos em acgucares
e proteinas e sofrerem a reacdo de Maillard por serem processados a altas
temperaturas, o que leva a uma rapida formacdo de AGEs (Koschinsky, T. et al,

1997).

Devido a esses importantes elementos para a maior producéo de AGEs exdgenos
através da dieta fez-se importante a utilizacdo da dieta padronizada Western Diet
assim como a High Fat Diet para comparar os diferentes resultados entre a presenca
de AGEs em dietas mais ricas em acucares e uma mais rica em gorduras assim

como suas versdes aquecidas, para a investigacao de seus efeitos.

A dieta ocidental, aqui tratada como western diet (WD) (desenvolvida no Centro de
Estudos de Estresse Oxidativo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul) foi,
dentre diferentes dietas, avaliada como o modelo mais robusto para estudar

obesidade (Bortolin, R. C. 2018). Nossos resultados demonstram que a dieta
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apresentou efeitos diferenciais sobre os parametros aqui analisados, como por
exemplo na medida de insulina, leptina, quantidades séricas de carboximetil-lisina e
contetdo de TBARS e GST em amostras hepaticas. E importante ressaltar, assim
como exposto anteriormente na tabela 2, que esta dieta apresenta altos indices de
acucar e maiores niveis de gordura quando comparada com a dieta utilizada como
controle, porém ainda apresentando um menor nivel de gordura quando comparada
com a HFD, a qual apresenta menor indice de acucar. Outro fator diferencial da dieta
€ seu conteudo fortemente aumentado de sal, e seu baixo conteudo de fibras quando

comparada com as outras duas dietas (controle e HFD).

AGEs tem despertado, na ultima década, o interesse da comunidade cientifica
devido a diferentes evidéncias de que os mesmos podem ser vistos em maior
guantidade durante o envelhecimento e diabetes, e foram diretamente ligados a
fisiopatologia de varias doencas como catarata e aterosclerose (Henle, 2007). Visto
gque AGEs podem ser reconhecidos por diferentes receptores celulares e
desencadear diferentes vias de sinalizacéo relacionadas a inflamacéo e estresse
oxidativo (Twarda-Clapa, A. et al., 2022), sendo também apontados como “boosters”
nestes mesmos processos (Garay-Sevilla, M. E., et al., 2021), nosso trabalho buscou

explorar as vias relacionadas a inflamacéo e o estabelecimento do dano oxidativo.

Outro aspecto importante relacionado ao quadro de obesidade ocasionado
pelas diferentes dietas e conseguintemente a formagédo de AGEs € a resisténcia a
insulina, visto que a mesma e a desregulacdo de adipocinas sdo disturbios
metabdlicos relacionados a obesidade (Martyn, Kaneki, & Yasuhara, 2008). Sendo
assim, visto que a geracao de estresse oxidativo e inflamacao estao associadas de

forma estreita a resisténcia a insulina, torna-se concebivel a ideia de que o sistema
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entre AGEs-RAGE possa desempenhar um papel importante na patogenia da
resisténcia a insulina e o desenvolvimento da doenca de diabetes (Unoki, H., &
Yamagishi, S. I., 2008). Esta ideia é reforcada pela literatura a partir de estudos que
demonstram que dietas com alto teor de gordura e ricas em AGES aumentam o peso
corporal e a gordura visceral e acabam por prejudicar a sensibilidade a insulina em

individuos camundongos como descrito em Sandu, O. et al. (2005).

Devido a essa conexdo entre a ingestdo de AGEs e o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, esse foi um dos parametros analisados neste trabalho, com a
utilizacdo de dietas aquecidas e sua comparacdo com as nao aquecidas. A
determinacao da glicemia em jejum dos animais dos diferentes grupos, comprova
nossa hipétese quando relacionado a dieta WD, a qual piorou o parametro tendo
resultados significativos quando comparada ao controle aquecido. No entanto, nao

observamos diferenca significativa nos grupos aquecidos.

Este resultado (Figura 6) corrobora com a ideia de que apenas 0 consumo de uma
dieta com maior conteudo de AGEs exdgenos, independentemente do aquecimento
subsequente, ja seria um fator suficiente para gerar alteracfes importantes nos
parametros aqui analisados, visto que observamos significancia apenas no grupo

WD.

Complementar a andlise de insulina em jejum, podemos ver na figura 7 a
analise de HOMA-IR (avaliacdo do modelo de homeostase da resisténcia a insulina),
a qual é considerada uma técnica confiavel para avaliar a resisténcia a insulina in
vivo (L’heveder, R., & Nolan, T. 2013) (HOMA-IR), e é calculada a partir de uma Unica
medicao de insulina e glicose em jejum (Eslam, M., Kawaguchi, T. et al, 2011), esta

abordagem nos demonstra um resultado mais completo do que a analise anterior.
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A analise sérica dos diferentes grupos experimentais utilizando a técnica de HOMA-
IR mostrou resultados significativos entre trés grupos: controle (CHOW), controle
aquecido (HEATED CHOW) e HFD para com a dieta WD. Estes resultados apontam,
assim como a analise de insulina/jejum, para um nivel alterado de insulina no grupo
WD, novamente independente do aquecimento. Estes resultados sdo corroborados
pela literatura quando analisada a conexdo obesidade/resisténcia a insulina, a qual
€ vastamente estudada e elucidada por diferentes pesquisas (Ye, J. 2013), visto que,
como ja foi explicitado anteriormente, o modelo experimental WD gera obesidade
nos animais submetidos a ela. Sendo assim, o resultado obtido por estas duas
analises (jejum/insulina e HOMA-IR) demonstram uma possivel resisténcia a insulina

gerada, primariamente, pelo consumo da dieta WD.

Seguindo uma linha de raciocinio guiada pela literatura e diferentes estudos,
assim como os resultados aqui encontrados, a hipétese de um quadro de obesidade
e inflamatdrio assim como altera¢des glicEmicas gerando algum nivel de resisténcia
a insulina em conjunto ao fato de que nao s6 a ultima (insulina) é aspecto importante
relacionado a obesidade, mas também a desregulacéo das adipocinas séo disturbios
metabdlicos relacionados a esta doenca (como foi previamente mencionado), tornou-
se importante para este estudo a realizacdo de uma analise das principais
adipocinas, leptina e adiponectina. Vemos estes fatores alinhados com a literatura,
a qual demonstra que adipdcitos e macrofagos infiltrados no tecido adiposo ao
liberarem adipocinas levam a um “estado sub-inflamatdrio crénico”, o qual pode
desempenhar um papel central no desenvolvimento de diabetes do tipo 2, resisténcia
a insulina e um aumento consideravel no risco de doencas cardiovasculares

associadas a obesidade (Antuna-Puente, B. et al, 2008).



75
Como podemos visualizar no gréfico B da Figura 8, na analise dos niveis de
leptina observamos que a dieta WD apresentou niveis significativamente
aumentados em relacdo ao controle CHOW, ao controle aquecido (heated chow) e
ao grupo HFD, enquanto as dietas heated HFD e heated WD apresentaram aumento
significativo em relacdo ao controle aquecido. Este resultado se repete no gréafico A
da figura 8, representante da razédo leptina/adiponectina. Sendo assim, mais uma vez
podemos perceber o grupo de tratamento WD apresentando diferencas significativas
para com diferentes grupos, porém, nesta analise podemos também observar que
as dietas aquecidas tanto HFD como WD também apresentaram resultados
significativos aumentados (quando comparadas com a dieta controle aquecida)
sugerindo um aumento neste parametro tdo vastamente correlacionado na literatura

com a diabetes, entre outras doencas metabolicas (Guo, Z. et al, 2015).

Para visualizarmos a analise de leptina de forma correta, € importante
ressaltar que, mesmo que atualmente saibamos que a leptina € o principal sinalizador
em nosso sistema relacionado aos estoques de energia e que a mesma exerce
efeitos de feedback negativo sobre a ingestédo de energia (Panariello, F. et al, 2012),
ao termos valores da mesma em quantidades anormais, o organismo ira responder
a esse fator de forma diferente. A maioria dos individuos com obesidade induzida por
dietas, segundo a literatura, desenvolve resisténcia a leptina, a qual é caracterizada
por niveis elevados de leptina circulante e diminuicdo da sensibilidade a mesma
(Pan, H., Guo, J., & Su, Z. 2014). Comprovando de forma empirica este fendbmeno,
estudos onde foi injetada leptina em individuos obesos, a mesma falha em realizar
seu papel e desencadear uma reacdo de parada em relacdo a alimentacdo

excessiva, mantendo-se os individuos obesos (Maffei, A. et al, 1995). Este resultado

debruca-se sobre diversos estudos que demonstram uma baixa significativa na
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guantidade de leptina e um aumento da adiponectina ao consumir dietas com baixo
contetdo de AGEs e o efeito contrario ao consumir uma dieta rica em AGEs (Sohouli,

M. H. et al, 2020).

Vemos também nesta andlise que, ao aquecermos o0 controle, ndo obtemos
uma significancia tdo acentuada como nos outros grupos, o que explica-se através
do baixo conteudo de gordura e aclUcares na dieta, visto que sdo 0S mesmos que
irdo, principalmente quando aquecidos, gerar um alto nimero de AGEs. Este
resultado conversa e corrobora com a hip6tese deste trabalho, assim como com a

literatura.

Outro fator a ser observado ainda no grafico B da figura 8, € o fato de que
percebe-se que este parametro apresenta-se deveras aumentado no grupo heated
HFD quando em comparacdo com o HFD, enquanto entre WD e heated WD néao
vemos essa diferenca tdo acentuada. Este fator nos mostra mais uma vez que a WD
€, por si sO, danosa o suficiente para o organismo, ao ndo apresentar uma diferenca
tao significativa ao ser aquecida, enquanto a HFD sim. Esta diferenca poderia se dar
devido a diferenca dos niveis de gordura entre as dietas, visto que HFD apresenta
maior indice da mesma, enquanto WD apresenta menor indice de gordura e maior
quantidade de acucar. E importante ainda, mais uma vez, ressaltar que essa
diferenca ndo se vé tdo acentuada nos grupos controle (chow e heated chow) devido

ao baixo conteudo de gorduras e aglUcares dos mesmos e maior conteudo de fibras.

Como foi citado anteriormente neste trabalho, a partir da literatura sabe-se
gue AGEs tém sido implicados em diversas vias de sinalizacao confluentes a estados
inflamatorios assim como o envolvimento de AGEs em muitos processos fisioldgicos

e patoldgicos. Podendo, inclusive, serem elucidadas as vias pelas quais ocorre o
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aumento dos estados inflamatérios e do estresse oxidativo dado pelos AGEs (Shen,
C. Y., et al.,, 2020; Chaudhuri, J. et al., 2018; Dariya, B., & Nagaraju, G. P., 2020;
Wautier, M. P. et al., 2001). Porém, em nossas analises os parametros inflamatorios
possivelmente induzidos pelas dietas ndo encontramos diferencas significativas nos
niveis de diferentes interleucinas anti e pro-inflamatérias assim como TNF-alfa, como

podemos ver nas figuras 10 e 11.

Em contrapartida, dentre os marcadores de estresse oxidativo quantificados
neste estudo para determinar quais poderiam ser alterados devido ao aquecimento
das diferentes dietas, podemos ver que somente 0s niveis de espécies reativas de
acido tiobarbitdrico (TBARS) (Figura 12-B) demonstrou resultados significativos. No
grafico observamos um aumento no conteudo total de TBARS nos grupos HFD,
heated HFD e WD quando comparados com o controle e também um aumento nos
mesmos grupos quando comparados com a dieta controle aquecida. Estes
resultados corroboram a eficacia do modelo de dieta Western Diet ja publicado por
nés anteriormente (Bortolin, R. C. 2018) como um bom modelo indutor de danos
oxidativos. Os resultados desta analise também sugerem que o aguecimento das
dietas nao foi um fator determinante no agravamento dos parametros induzidos pelas
dietas em si, mas que o0s niveis de de macronutrientes presentes nas mesmas
parecem ser mais significativos, como publicado anteriormente por Goldberg, T. et
al. (2004), onde através de um estudo com diferentes tipos de gorduras, proteinas e
carboidratos além de diversos tipos de aquecimento, 0s mesmos concluiram que
“Existe uma clara relagao entre o conteudo de AGE e a composicao de nutrientes.
Assim, os alimentos ricos em lipidios e proteinas apresentam os maiores niveis de

AGE.”.
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Um fator relevante quando falamos sobre como os macronutrientes majoritariamente
presentes em uma dieta podem alterar resultados de diferentes analises como as de
estresse oxidativo, sao os resultados obtidos analisando outros tipos de dieta e estes
marcadores, para que possamos analisar se as mesmas resultam em dados
diferentes. Em ensaios clinicos realizados com a dieta mediterranea, a qual &
conhecida por uma culinaria baseada no uso de vegetais, frutas, cereais, nozes e
legumes, a maioria deles cozidos com a adicdo de azeite de oliva, quantidades
moderadas de peixe, frutos do mar ou laticinios e ingestao limitada de carne e alcool
(Davis, C., Bryan, J., Hodgson, J., & Murphy, K., 2015), vemos resultados que
demonstram as influéncias favoraveis dessa dieta no risco de sindrome metabolica,
obesidade, diabetes mellitus tipo 2, cancer e doengas neurodegenerativas (Lacatusu,
C. M.,et al, 2019). Enquanto, como ja citado anteriormente, a dieta WD tende a piorar
alguns destes quadros, é interessante comparar a composi¢cao das duas dietas. A
dieta mediterranea é pobre em gorduras saturadas e proteinas animais e rica em
antioxidantes, fibras e gorduras monoinsaturadas, e exibe um equilibrio adequado
de &cidos graxos 6mega-6/6mega-3, e a dieta ocidental (WD) € pobre em fibras,
antioxidantes, vitaminas e minerais e rica em carboidratos (onde podemos ressaltar
0 acucar), gorduras saturadas e sédio. Também corroborando a importancia dos
macronutrientes componentes de uma dieta com a producdo de AGEs, Garay-
Sevilla, M. E., et al., (2021) sugerem a dieta mediterranea como modelo para a
reducdo de AGEs provenientes da dieta (dJAGES), visto que a mesma fornece um
baixo conteudo de dAGEs, com a consequente reducao de seus niveis circulantes e
estresse oxidativo e inflamacdo em adultos idosos e pacientes com sindrome

metabdlica.
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Outro parametro relacionado ao estresse oxidativo proveniente dos diferentes
tratamentos que demonstrou resultados significativos foi a analise enzimatica do
conteudo de glutationa s-transferase. A andlise de atividade da GST mostrou
resultados significativamente aumentados entre a heated chow e HFD, heated HFD,
WD e heated WD (Figura 13-B). Como ja foi mencionado previamente no item
5.3.3.1 Enzimas antioxidantes e de detoxificacdo, GST esta envolvida na
detoxificacao celular de compostos eletrofilicos, sendo geradas intracelularmente ou
encontradas na forma de xenobidticos e sdo o principal grupo de proteinas solUveis
do figado (HAYES & PULFORD, 1995). Sendo assim, os resultados significativos
desta analise entre as diferentes dietas (HFD e WD) assim como suas versdes
aquecidas (heated HFD e heated WD) demonstram que, neste contexto alimentar,

estas respostas de detoxificacdo estao ativadas.

Podemos também visualizar que, mesmo ndo apresentando diferencas
significativas nas atividades, SOD e CAT apresentam uma redug¢ao nao significativa
nas atividades, onde a baixa atividade das mesmas pode estar prejudicando a
metabolizacao de peréxido, ndo logrando realizar a limpeza de radicais produzidos
na cadeia transportadora de elétrons. Porém, a falta de significancia entre as
diferencas nas atividades das enzimas em cada dieta e suas versdes agquecidas nos
leva a acreditar que o consumo das dietas ricas em gordura e/ou agucar refinado e
com baixo conteudo de fibras por si sO ja seria o0 suficiente para alterar parametros
relacionados a estresse oxidativo e gerar uma ativacao diferenciado dos sistemas
antioxidantes quando em comparacéo a uma dieta padrédo mais saudavel, ndo sendo
necessario o alto aquecimento para observarmos esses resultados. Sendo assim, é

importante ressaltar que, ainda assim, as dietas aquecidas também apresentam
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maior atividade de glutationa s-transferase quando em comparacdo com a dieta

controle aquecida.

Estes dados, tanto de danos oxidativos quanto de atividades enzimaticas,
apresentam resultados similares, sugerindo que as dietas utilizadas neste estudo,
principalmente WD, podem ativar as defesas enzimaticas do organismo, no entanto
esta ativagdo ndo é o bastante para proteger totalmente o organismo, gerando danos

residuais ao mesmo, assim como também observamos nas suas versdes aquecidas.

Uma ultima analise se fez necessaria para gerar maior coesao entre as
analises realizadas neste estudo, o qual foi a determinacdo do conteudo de
carboximetil-lisina nos diferentes grupos aqui analisados. Esta analise foi feita devido
ao fato de que AGEs acabam por se formar quando compostos carbonilicos reagem
com um grupo g-amino da lisina e o grupo guanidino da arginina para entdo poder
formar estruturas como  Ne-(carboximetil)lisina,  Ne-(carboxietil)lisina e
hidroimidazolonas (Ames, J. M., 2008). Sendo assim, podemos usar Neg-
(carboximetil)lisina como um marcador para AGEs, tendo uma anélise mais direta,
para além das consequéncias causadas pelos AGEs, mas também observando sua

presenca.

Os resultados desta analise corroboram nossa hipétese inicial de que os grupos
experimentais HFD e WD juntamente com suas versfes aquecidas iriam
proporcionar uma alta formagcéo de AGEs quando comparados com o grupo controle,
inclusive quando comparados com o controle aquecido, devido a diferenca de
macronutrientes presentes nas dietas dos diferentes grupos aqui analisados. Na
figura 9, podemos entdo observar essa diferenga significante, onde a dieta controle

(CHOW) apresentou diferencas no parametro elucidado quando comparada com as
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dietas HFD, heated HFD, WD e heated WD; assim como o controle aquecido
(HEATED CHOW), o qual demonstrou diferenca significante para com os mesmos
grupos (HFD, HEATED HFD, WD e HEATED WD). Sendo assim, podemos observar
gue, ndo so as dietas HFD e WD resultaram em uma maior formacgéo de AGEs devido
ao seu conteudo, mas também o aquecimento das mesmas manteve esta diferenca
guando comparadas com o controle aquecido. Este fator elucida também que, o
aguecimento por si s6 de uma dieta que néo seja constituida por macronutrientes
altamente geradores da reacao de Maillard, ndo sera fator essencial e suficiente para
gerar maior dano oxidativo ao organismo gque a consome e tdo pouco aumentar a
producdo de AGEs quando comparada com uma dieta rica em macronutrientes

precursores de AGEs sendo ela aquecida ou nao.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho procurou, durante o tratamento realizado, acompanhar a
evolugdo do quadro inflamatorio, do perfil lipidico e da resisténcia a insulina nos
animais, assim como observar se existiriam mudancas comportamentais e cognitivas
decorrentes dos tratamentos. Também, a partir de amostras coletadas, era tido como
objetivo inicial investigar parametros de inflamacéo e degeneragao. Estes objetivos
foram alcancados através de diferentes analises bioquimicas e comportamentais
previamente apresentadas, nas quais demonstrou-se haver um aumento nos niveis
de insulina e leptina quando consumidas as dietas HFD e WD, assim como suas
versodes aquecidas. No entanto, quando observamos o comportamento e marcadores
de inflamacdo, ndo foram encontradas diferencas significativas. Assim, estes
resultados confirmam parcialmente nossa hipétese e estdo de acordo com diferentes

estudos ja publicados e discutidos anteriormente ao decorrer desta dissertacao.

Investigar parametros de estresse oxidativo em diferentes 6rgédos e entéo
analisar os resultados entre tratamentos foi outro objetivo que este trabalho logrou
alcancar ao realizar um perfil redox através de diferentes andlises de danos a
macromoléculas e de enzimas antioxidantes e de desintoxicacdo. Estas analises,
assim como as citadas no paragrafo anterior, também nos demonstraram indices de
danos e enzimas antioxidantes aumentados nas dietas HFD e WD néo aquecidas e

aguecidas, andando em paralelo com nossa hipoétese inicial.

Ainda, este estudo procurou avaliar o papel do aquecimento das dietas no
desencadeamento da sindrome metabdlica ligada a obesidade, observando de forma
integrada todos os parametros analisados fazendo um comparativo entre 0s

resultados das dietas ndo aquecidas com as dietas aquecidas de forma pareada e
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nao pareada. Foi possivel assim, ao analisar nossos resultados de forma conjunta,
visualizar que a dieta ocidental (WD) foi capaz de alterar os parametros antes mesmo
de sofrer aquecimento, sendo este um fator ndo decisivo para que essas alteracdes

ocorram.

Acredita-se que mais estudos sejam necessarios para que possamos
desvendar mecanismos ainda ndo completamente elucidados que guardam
diferentes chaves para entender de forma completa ndao s6 a relacdo causa/efeito
guando se trata de alimentacdo e suas consequéncias, mas todos os fatores e

cascatas bioquimicas ativadas para que o organismo chegue ao resultado final.
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