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RESUMO

A obesidade € uma doenga que vem ganhando destaque na pesquisa
cientifica, tendo em vista que € fator de risco para o desenvolvimento de outras
comorbidades. Com o aumento do consumo de dietas hiperlipidicas, a obesidade
tem tomado proporgdes pandémicas na sociedade moderna. O nitrato inorgénico
tem ganhado destaque por meio de uma via alternativa de liberagao de oxido
nitrico, indispensavel sob condigbes em que via endogena esta comprometida
pelos efeitos da obesidade. Assim, para compreender como o nitrato atua em
importantes vias de sinalizagdo noés utilizamos um modelo de obesidade animal
induzida por dieta hiperlipidica e a administracdo de nitrato na agua durante treze
semanas experimentais O nitrato ndo alterou a massa corporal e adiposidade,
consumo caldrico e hidrico, colesterol total e triglicerideos, mas elevou a
concentracdo de HDL-c e reduziu lipideos totais no figado. Além disso, aumentou
a atividade de enzimas antioxidantes no figado e musculo gastrocnémio ao passo
que reduziu os danos oxidativos (TBARS e carbonilacdo de proteinas) nesses
tecidos. No tecido adiposo, embora nao tenha sido observado mudangas na
liberacao de citocinas pré-inflamatérias, o nitrato elevou os niveis de IL-10 e reduziu

a hipertrofia dos adipdcitos causada pela dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: obesidade, nitrato inorganico, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Obesity is a disease that has been gaining attention in scientific research,
considering that it is a risk factor for the development of other comorbidities. With
increasing consumption of hyperlipidic diets, obesity has reached pandemic
proportions in modern society. Inorganic nitrate has gained prominence through an
alternative route of nitric oxide release, indispensable under conditions in which the
endogenous pathway is compromised by the effects of obesity. Thus, in order to
understand the role of nitrate in important signaling pathways we used a model of
animal obesity induced by a hyperlipid diet with nitrate administration in the water
during thirteen experimental weeks. Nitrate did not alter body weight and adiposity,
caloric and water intake, total cholesterol and triglycerides, but increased HDL-c
levels and reduced total lipids in the liver. In addition, nitrate increased the activity
of antioxidant enzymes in the liver and gastrocnemius muscle while reduced
oxidative damage (TBARS and protein carbonylation) in these tissues. In adipose
tissue, although no changes in the release of pro-inflammatory cytokines have been
observed, nitrate increased IL-10 levels and reduced adipocyte hypertrophy caused

by the hyperlipidic diet.

Key words: obesity, inorganic nitrate, oxidative stress.
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1. INTRODUGAO

A obesidade € uma doenga alarmante que esta atingindo dimensdes
pandémicas. Estima-se que em todo o mundo tenha 2,1 bilhdes de pessoas acima
do peso, o que representa quase 30% da populacao (MARIE et al., 2014).

A obesidade surge como resultado de um desequilibrio energético entre as
calorias consumidas e as calorias gastas, criando um excedente de energia e um
estado de balanco de energia positiva, resultando em excesso de peso corporal
(HRUBY & HU, 2015). E caracterizada como estado inflamatdrio crénico de baixo
grau e um componente chave para o desenvolvimento de outras comorbidades,
como a sindrome metabdlica, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares
(ROBERTS et al., 2015; VERNOCHET et al., 2012).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude, a obesidade € um dos maiores
problemas de saude publica atualmente. A projecéo € que em 2025 cerca de 2,3
bilhdes de adultos estejam com sobrepeso e mais de 700 milhdes obesos. No
Brasil, acredita-se que mais de 50% da populagao adulta e aproximadamente 15%
das criangas estejam acima do peso (WHO, 2014).

Embora o Indice de Massa Corporal apresente limitagdes quanto a
indistingdo da massa magra e da gordura e a distribuicdo dessa gordura no corpo,
ainda € um parametro utilizado pela OMS para a classificacdo dos individuos em
eutrdficos (IMC 18,5-24,9 kg/m?), com sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m?) e obesos
(IMC > 30 kg/m?) (MANNA & JAIN, 2015; WOOD et al., 2012).

1.1. OBESIDADE E INFLAMAGAO

1.1.1. Tecidos adiposos

O tecido adiposo representa a principal fonte de acidos graxos para o

organismo. E um tecido heterogéneo, sendo constituido de adipdcitos, pré-

adipdcitos, células vasculares e células imunes (LAFONTAM, 2014).



Nos mamiferos sao encontrados dois tipos: o tecido adiposo branco (TAB) e
o tecido adiposo marrom (TAM), cuja composic¢ao, localizagdo e fungédo diferem
entre si (BALISTRERI, et al., 2010). Mais recentemente, foi descoberto um terceiro
tipo de tecido adiposo formado por adipdcitos denominados “brite” ou bege
(PEIRCE et al., 2014).

Anatomicamente, os tecidos adiposos sao distribuidos em tecidos adiposos
centrais - gorduras subcutdneas abdominais e viscerais superiores - e tecidos
adiposos periféricos - gorduras de quadril e gluteofemoral (NOROUZIRAD et al.,
2017; PEIRCE et al., 2014).

1.1.1.1. Tecido adiposo branco

O tecido adiposo branco constitui o principal tecido adiposo do corpo, contém
a maior parte da gordura corporal total e é fonte de acidos graxos livres, os quais
sdo utilizados como substratos para a geracéo de ATP pela fosforilagdo oxidativa,
além de armazenar o excedente caldrico na forma de triacilgliceréis (GESTA et al.,
2007).

No entanto, o papel do tecido adiposo branco vai além de um tecido que
armazena e distribui lipideos. Ele € visto como um 6rgao enddcrino e heterogéneo,
capaz de produzir i) moléculas sinalizadoras conhecidas como adipocinas, nas
quais destacam-se: a leptina, adiponectina, resistina, apelina, quemerina, visfatina,
entre outras e ii) citocinas, incluindo o fator de necrose tumoral (TINF-a), proteina
quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1 ou CCL2), proteina ativadora de
plasminogénio (PAI) e uma diversidade de interleucinas (JUGE-AUBRY et al., 2005;
WOZNIAK et al., 2009).

O tecido adiposo branco esta disperso em diferentes locais no corpo. Seus
grandes depdsitos sao intra-abdominal, areas perirrenais e intestinais, e
subcutaneo nas nadegas, coxas e abdémen (GESTA et al., 2007; JUGE-AUBRY et
al., 2005).



1.1.1.2. Tecido adiposo marrom

O tecido adiposo marrom dissipa energia e atua como produtor de calor.
Suas células produzem a proteina de desacoplamento 1 (UCP1) também
conhecida como termogenina, expressa na membrana mitocondrial interna, que ao
criar um vazamento de protons, esgota o gradiente eletroquimico necessario para
a fosforilagao oxidativa, promovendo a termogénese ao invés da producao de ATP
(REDINGER, 2009).

Ao contrario do TAB, o tecido adiposo marrom apresenta menor numero de
células de gordura, com maior vascularizagao e elevado numero de mitocéndrias,
responsaveis pela sua coloragdo marrom (VIRTANEN et al., 2009).

Dessa forma, o tecido adiposo marrom em mamiferos tem funcéo diferente
em relagdo ao adiposo branco, sendo responsavel pelo calor da febre, estado de
hibernagao e termogénese induzida pelo frio (REDINGER, 2009).

Nos seres humanos, acreditava-se que o tecido adiposo marrom era
atrofiado depois do periodo pos-natal. No entanto, técnicas de tomografia
mostraram claramente depdsitos metabolicamente ativos desse tipo tecidual em
adultos nas regides cervicais, supraclaviculares, axilares e paraventrais
(FRUHBECK et al., 2009).

1.1.1.3. Tecido adiposo bege

Um terceiro tipo de tecido adiposo é formado pelos adipdcitos bege ou “brite”.
As células bege compartilham algumas caracteristicas tanto das células do tecido
adiposo marrom como das células do tecido adiposo branco (GESTA et al., 2007).

Normalmente, as células bege sao formadas pela indugao de intermediarios,
como € o caso de segundos mensageiros (adenosina monofosfato e guanosina
monofosfato ciclicos - AMPc e GMPc), capazes de desenvolver fendtipo de
adipoécito marrom em adipadcitos brancos. A expressao de termogenina induzida por
AMPc e o GMPc promove a producao de calor e, consequentemente a dissipagao
de energia quimica, tornando-se uma alternativa interessante no combate a
obesidade (FRUHBECK et al., 2009; ZHUet al., 2016).



Nesse contexto, Roberts e colaboradores (2015) tem mostrado que o nitrato
inorganico ativa, in vitro e in vivo, uma via de sinalizagédo via GMPc capaz de induzir
a expressao génica e proteica de componentes do programa termogénico (como

UCP1 e PGC1-a) em adipocitos brancos .

1.1.2. Adiposidade e inflamagao

Como ja mencionado, o tecido adiposo é constituido de adipdcitos, estromas,
células endoteliais, imunologicas. Em condi¢des fisioldgicas normais, os adipocitos
regulam a homeostase energética e os macréfagos residentes do tecido, com
fendtipo do tipo M2, liberam citocinas anti-inflamatérias (ZEYDA & STULNIG, 2007).

Na obesidade, o tecido adiposo branco torna-se inflamado, admitindo um
estado de desequilibrio entre adipdcitos e macrofagos. O estado inflamatério
relacionado a obesidade leva a remodelacdo da composicéo do tecido adiposo, por
meio do aumento no numero (hiperplasia) e tamanho (hipertrofia) dos adipécitos e
pela infiltracdo de macréfagos (BALISTRERI, et al., 2010; STRISSEL et al., 2007).

A hipertrofia dos adipdcitos é caracterizada pelo aumento do depdsito de
gordura em adipdcitos diferenciados e pelo aumento da expressao de mediadores
inflamatdrios. Dessa forma, os adipdcitos hipertrofiados mudam o equilibrio imune
para a produgdao de moléculas pro-inflamatérias. Essa mudanca no perfil de
citocinas no tecido é responsavel pela modificacdo do tipo de macroéfagos, isto &,
ativagdo de macrofagos (M1) pro-inflamatorios (GORDON, 2007).

O descontrole na producdo de citocinas pré-inflamatérias decorrente da
obesidade pode afetar o organismo de forma sistémica. No figado, por exemplo,
pode provocar mudangas na producao e liberagao de lipoproteinas e moléculas
inflamatdrias. Em particular, elas induzem o aumento de lipoproteinas de baixa
densidade (como LDL e VLDL), apolipoproteina B (apoB) e secrecao de
triglicerideos (MATHIEU et al., 2009).

Assim, a adiposidade em excesso tem sido fortemente associada ao
aumento na liberagao de citocinas inflamatérias, resisténcia a insulina, hipertenséo,
dislipidemia, cancer e doengas coronarianas, contribuindo com o aumento da
morbidade e mortalidade (ASHOR, et al., 2016; PIVA et al., 2013).



1.2. OBESIDADE E ESTRESSE OXIDATIVO

Basicamente, o estresse oxidativo € uma condi¢cdo de desequilibrio entre a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s, do inglés reactive oxygen
species) e a capacidade antioxidante celular devido a geragdo aumentada de
ERO’s e /ou disfungao do sistema antioxidante (CHEN et al., 2012).

A producédo de ERO’s é vista como um processo bioldgico vital, ja que
participa de diferentes vias de sinalizagdo bem como do sistema de defesa do
hospedeiro. No entanto, quando em excesso pode gerar uma reagao em cadeia
capaz de danificar moléculas e comprometer progressivamente a fisiologia celular
(CHEN et al., 2012).

O estresse oxidativo € um processo deletério, pois as espécies reativas
excedentes podem reagir com uma variedade de alvos biologicos, podendo alterar
carboidratos, proteinas, lipideos, lipoproteinas e acidos nucléicos. (PIVA et al,,
2013; VASSALLE et al., 2008).

O estresse oxidativo e a obesidade relacionam-se de maneira reciproca. A
adiposidade excedente é vista como fator de risco para o estresse oxidativo por
meio de alguns mecanismos bioquimicos exacerbados, como a geragao de
superoéxido a partir da NADPH oxidase, a fosforilagao oxidativa, a auto-oxidagao de
gliceraldeido, a ativagcdo de proteina quinase C, entre outros. Por outro lado,
estudos mais recentes tém mostrado que o estresse oxidativo também pode
desencadear comorbidades associadas a obesidade por estimular a deposi¢ao de
gordura no tecido adiposo branco e alterar a ingestao alimentar (MANNA & JAIN,
2015; SAVINI, et al., 2013).

De maneira geral, o estresse oxidativo desempenha importante papel no
desenvolvimento da obesidade e de complicagbes associadas a ela. Durante o
processo de ganho de peso, os individuos podem apresentar um descompasso no
sistema de defesa oxidante, o que pode acelerar ou até mesmo facilitar o
desenvolvimento da obesidade (SAVINI et al., 2013). Além disso, estudos in vitro e
in vivo tém mostrado que o estresse oxidativo pode desencadear o aumento da
proliferacao de pré-adipdcitos, bem como da diferenciacéo e tamanho de adipécitos
maduros (HIGUCHI et al., 2013; LEE et al., 2009).



Dentre os fatores que corroboram com o estresse oxidativo na patogénese
da obesidade destacam-se: hiperglicemia, elevados niveis de lipideos teciduais,
inflamacéo, hiperleptinemia, disfungdo endotelial, diminuicdo da fungao
mitocondrial e até mesmo o tipo da dieta, capaz de provocar lipotoxicidade e
glicotoxicidade (MANNA & JAIN, 2015). O estresse oxidativo também tem sido
responsavel pelo aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas

e moléculas de adeséo (PIVA et al., 2013).

1.3. OBESIDADE E NITRATO INORGANICO

O nitrato era conhecido primariamente como produto metabdlico inativo da
oxidagao do oxido nitrico (HORD et al., 2009; MONCADA & HIGGS; 1993). No
entanto, alguns estudos tém mostrado outras vertentes acerca do seu papel no
organismo (BRYAN et al., 2005; JANSSON et al., 2008). Os efeitos positivos do
nitrato agem por meio de uma via denominada via do nitrato-nitrito-NO°, em que o
nitrato atua como substrato para formacao de 6xido nitrico (NO*) (LARSEN et al,,
2006).

Devido as sinalizagbes que intermedeia nos tecidos, o 6xido nitrico tem sido
visto como potencial modulador de doencgas cardiovasculares e disfuncdes
metabdlicas (HUANG, 2009; ROBERTS et al., 2015 ; MONTI et al.,2003 ; TANG et
al., 2011).

Pesquisas com roedores tém mostrado que o nitrato apresenta
caracteristicas antiobesidade e esta envolvido na perda de peso, reducdo da
gordura corporal, reversado da lipodistrofia, além de melhorias na homeostase da
glicose e da insulina (CARLSTROM et al, 2010; ROBERTS et al., 2015).

Outra abordagem do nitrato inorganico tem sido o seu papel na modulagao
da fungcdo mitocondrial em modelo animal, por meio do aumento da expresséo de
genes termogénicos no proprio tecido adiposo marrom e, ainda, a indugao de um
fendtipo marrom no tecido adiposo branco - denominado “browning” - pela
expressao de genes e proteinas especificos dos adipdcitos marrons (ROBERTS et
al., 2014; ROBERTS et al., 2015; ). A mudanca fenotipica “brown adipocyte-like” do

tecido adiposo branco leva a ativagao do programa de termogénese mitocondrial,



o que confere um potencial terapéutico para o tratamento da obesidade e sindrome
metabdlica (ROBERTS et al., 2015).

1.3.1. Fisiologia do nitrato

Existem duas principais fontes de produgéo de éxido nitrico no organismo: a
via endogena, a partir do aminoacido L-arginina e a via exdgena, por meio do nitrato
inorganico da dieta, presente nos vegetais verde-folhosos (KAPIL et al., 2010
(LUNDBERG & GOVONI; 2004). O NO* produzindo pela via endégena é sintetizado
por uma familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS), sendo
oxidado no sangue e nos tecidos e culminando na formagdo dos compostos
nitrosos: nitrato (NO3") e nitrito (NO2").

A bioativagcao do nitrato dietético ou de fontes enddgenas requer a sua
reducao inicial a nitrito (BRYAN et al., 2005). Em mamiferos essa converséo ocorre
principalmente por meio de bactérias comensais presentes na cavidade oral e no
trato gastrointestinal ou pela agdo de enzimas especificas da redutase do nitrato
denominadas xantina oxidorredutases (XOR). Uma vez que o nitrito € formado,
existem algumas vias no corpo para a sua reducao para NO°, envolvendo uma série
de enzimas nitrito redutases: a hemoglobina, mioglobina e outras globinas heme,
xantina oxidorredutase, ascorbato e enzimas da cadeia transportadora de elétrons
(GLADWIN et al., 2005; GODBER et al., 2000; IGNARRO, 2002).

Os niveis plasmaticos de nitrato compreendem a faixa de 20-40 uM,
enquanto os niveis de nitrito sdao substancialmente menores, 50-300 nM.
Entretanto, essas concentragdes no sangue podem variar de acordo com as
situagdes do organismo (HORD et al., 2009; LARSEN et al., 2006).

Por um tempo, o nitrato e, consequentemente o nitrito, foram vistos como
vilbes para a saude, sugerindo que eles poderiam ser agravantes no
desenvolvimento de cancer por meio da formacado de N-nitrosamidas; entretanto
estudos n&o evidenciaram ligacdo entre os compostos nitrosos com o risco de
cancer (van LOON et al., 1998; PANNALA et al., 2003; RASSAF et al. 2002).

Inclusive, segundo a Organizacdo de Comité Mundial de Saude e Aditivos



Alimentares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012), até entdo, ndao ha
evidéncias cientificas da carcinogenicidade induzida por nitrato.

Alimentos folhosos sdo ricos em nitratos e os estudos tém sugerido outra
proposta: o consumo desses alimentos tem reduzido o risco de cancer e de outras
morbidades, agindo de maneira profilatica e terapéutica (BRYAN et al., 2007,
LUNDBERG et al., 2008).

As beterrabas, a alface, a acelga, a rucula e os espinafres sdo os vegetais
que contém a maior quantidade de nitrato, maior ou igual a 250 miligramas de
nitrato a cada 100 gramas. Dentre estes, a beterraba € um dos vegetais,
particularmente mais ricos em nitrato inorganico, contendo uma média de 2056 mg

de nitrato em um cultivo tradicional (d"EL-REI et al., 2016).

1.3.1.1. Geracao de NO' independente de NOS

A via dependente de NOS utiliza como reagentes a L-arginina e o oxigénio
para produzir NO'. Em contrapartida, uma via alternativa (via nitrato-nitrito-NO") é
gradualmente ativada em condigcbes minimas de oxigénio e, portanto, é
caracterizada pela geracdo de NO° independente de NOS. Neste sentido, a
formacdo de NO-°, independente de NOS, pode ser visto como um sistema de
seguranga para assegurar que haja formagao de 6xido nitrico suficiente mesmo
quando o fornecimento de O2é limitado (GAGO et al, 2007; OESTERGAARD et al.,
2007), como representado na Figura 1.

A geragao de NO' pela via alternativa é bastante reforgada durante a hipdxia
e a acidose, garantindo assim a produgao ativa dessa molécula em situa¢des para
as quais as atividades enzimaticas NOS-dependentes de oxigénio estao
comprometidas (BRYAN et al., 2005; OESTERGAARD et al., 2007). A reducéo de
nitrito a NO* e as proteinas modificadas durante a hipdxia parecem contribuir para
a sinalizagao fisiolégica nessas condigdes de baixa de oxigénio, propiciando a
vasodilatacdo, a modulagao da respiragao celular e a resposta celular ao estresse
isquémico (COSBY et al., 2003; NAGABABU et al., 2003; SHIVA et al., 2007).
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Figura 1: Vias de producgdo de 6xido nitrico. Em normoxia, a NOS é funcional e gera NO*, que é
oxidado por Mb e Hb a nitrato e pela citocromo-oxidase (Ccox) e ceruloplasmina (Cp) a nitrito. O
nitrato também pode ser derivado da dieta bem como da oxidagdo de nitrito por enzimas do
citocromo P450 (CYP450). Em hipdxia, o nitrato é reduzido a nitrito pelas bactérias comensais
anaerobicas e nitrito € reduzido a 6xido nitrico bioativo por uma série de enzimas nitrito redutases
de mamifero, incluindo hemoglobina (Hb), mioglobina (Mb), neuroglobina (NGB), xantina
oxidorredutase (XOR), aldeido oxidase (AO), oxidase sulfito (SO) e componentes da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (ETC) e mais raramente por algumas NOS. Fonte:
Modificado LUNDBERG et al., 2008.

A manutencéo do 6xido nitrico no organismo é de suma importancia tendo
em vista que, fisiologicamente, o NO° € um regulador crucial da homeostase
vascular, da neurotransmissdo e da defesa do hospedeiro (LUNDBERG &
GOVONI, 2004).

1.3.1.2. Circulacao entero-salivar do nitrato

Duas possibilidades de segregacéao de nitrato/nitrito independentemente da
geracgao de oxido nitrico sao descritos em humanos: a intragastrica e a salivar. Em
conjunto, envolvem um processo que nao requer a atividade de NOS, denominado
circulagéo entero-salivar de nitrato inorganico (LUNDBERG et al., 2008).

Na boca, como as células de mamiferos ndo conseguem metabolizar
efetivamente o nitrato inorganico ingerido de fontes dietéticas, as bactérias
anaerobias facultativas comensais o reduzem de maneira eficaz em nitrito, pela

acao das enzimas nitrato redutases. O anion é rapidamente absorvido no trato



gastrointestinal, especialmente no intestino delgado. No estbmago, o nitrito é
decomposto espontaneamente para formar o6xido nitrico e outros Oxidos de
nitrogénio bioativos, os quais regulam fungdes fisiolégicas importantes. O nitrato e
nitrito remanescentes sao absorvidos a partir do intestino para a circulagdo (GAGO
et al., 2007; IGNARRO et al., 2002; LUNDBERG & GOVONI, 2004). Nessas
condicdes, as concentragdes plasmaticos de nitrato e também de nitrito aumentam
significativamente e permanecem elevados durante um periodo prolongado de
tempo, ja que a meia-vida plasmatica desses compostos varia de 5 a 6 horas. Além
do mais ainda no plasma, misturam-se com o nitrato formado a partir das enzimas
NOS, podendo converter-se em 6xido nitrico bioativo no sangue e nos tecidos sob
hipoxia fisiologica (GLADWIN et al.,2005; JANSSON et al., 2008; KLEINBIOGARD
et al., 2006).

1.3.1.3. Papel mecanicista do 6xido nitrico

A geragao de 6xido nitrico, inclusive pela via nitrato-nitrito-NO*, desempenha

algumas fung¢des no organismo, como mostrado na Figura 2.

Vasodilatagdo

Reduz a oxidagédo do LDL T Impede a agregacéo plaquetaria

AN /

Impedea ades&o de mondcitos J] Controla a produg8o de radical superéxido

Controla a proliferac@o de células da musculatura lisa

Figura 2: Principais fungbes do éxido nitrico no organismo.

A Figura 2 ilustra que o NO® atua na i) vasodilatagao: aumenta a area do
vaso e como tal, aumenta o fluxo de sangue para os 6rgaos essenciais, tais como
0 coragao; ii) rompe a agregagao plaquetaria, impedindo o acumulo de plaquetas
no sangue; iii) controla a produgéao de radicais superoéxido, os quais contribuem para

o desenvolvimento de doengas e atuam no processo de envelhecimento decorrente
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do estresse oxidativo; iv) atua nas células do musculo liso: a proliferagdo destas
células faz com que a artéria fique mais estreita, de modo que menos sangue possa
fluir para os 6rgados; v) impede a adesdo de mondcitos e, por consequéncia,
bloqueia a inflamagéao e, assim, diminui a progressao de doencgas cardiovasculares;
vi) e reduz a oxidacado de LDL: a oxidagao torna o LDL-colesterol agressivo nos
vasos sanguineos, o NO* reduz essa oxidacdo. (LUNDBERG et al., 2008; KAPIL
et al., 2010).

A maior parte do NO® é produzido pelo endotélio, por isso quando vasos
sanguineos se tornam revestidos com o acumulo de placa aterosclerdtica a sua
producao é significativamente reduzida. Menor biossintese de NO* pode ocorrer
quando o tecido endotelial € danificado por idade, falta de atividade fisica, doenca,
entre outros (HORD et al.,, 2009; IGNARRO et al., 2002; TANG et al., 2011).
Contudo, fatores externos, como a dieta afetam diretamente a capacidade ou
incapacidade do nosso organismo de sintetizar 6xido nitrico (KAPIL et al., 2010).

O oxido nitrico sintetizado na camada mais interna do endotélio dos vasos
sanguineos, transmite um sinal para as células vizinhas (por meio da ativagéo da
guanilato ciclase e conversao de GTP em GMPc), se espalhando rapidamente
através das membranas celulares para as células musculares subjacentes,
propiciando a dilatacdo das paredes da artéria. Esse relaxamento auxilia
diretamente na regulacao da presséao arterial, aumentando o fluxo sanguineo para
orgaos vitais (GLADWIN et al., 2005; LARSEN et al., 2006). Essas mensagens
bioldgicas influenciam praticamente todos os 6rgaos do corpo, incluindo os
pulmdes, figado, estdmago, 6rgaos genitais e os rins. Assim, quando o endotélio
estd saudavel, o 6xido nitrico € produzido e liberado na corrente sanguinea e
distribuido para os 6rgdos do corpo (CARLSTROM et al., 2010; KAPIL et al., 2010).

Recentemente, modelos experimentais e estudos clinicos demonstraram
que a redugao na biodisponibilidade de 6xido nitrico desempenha papel central na
fisiopatologia da disfungdo metabdlica. Portanto, o nitrato dietético ou inorganico
tem sido amplamente estudado em ensaios clinicos como alternativa da via classica

de producao NO*, especialmente em situagbes de hipdxia (d'EL-REI et al., 2016).
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1.4. NITRATO E ESTRESSE OXIDATIVO

A geracgédo de ERO’s esta envolvida na patogénese de varias doengas. Em
suma, as ERO’s incluem formas parcialmente reduzidas de oxigénio, com é o caso
do radical hidroxil (*OH), o &nion superoéxido, (O2), perdxido de hidrogénio (H202),
entre outros (LUBOS et al., 2009).

O anion superoxido é gerado pela redugao do oxigénio por um elétron, sendo
essa reacao catalisada pela NADPH oxidase, respiracdo mitocondrial ou ainda
pelas oxidorredutases. A sua produgao exacerbada nas células pode desencadear
dano oxidativo, alteracdo na transcricdo génica, modificacdo pds-traducional e
inativagao de oxido nitrico (WHITE et al., 1994).

O acumulo de ERO’s pode ser acompanhado pela formacao de espécies
reativas ao nitrogénio (ERN’s), como é o caso do peroxinitrito, um anion altamente
reativo formado pela reacéo entre o superoxido e o 6xido nitrico. Dessa maneira,
0 oxigénio ou os radicais derivados do oxigénio podem modular a bioatividade do
oxido nitrico (KOJDA & HARRISON, 1999).

Contudo, a relacédo entre a ingestao crbénica de nitrato inorganico e sua
conversao a nitrito e 6xido nitrico, em modelo animal de obesidade, os danos
oxidativos e processos inflamatérios decorrentes da obesidade ainda nao estéo

bem esclarecidos, sendo portanto, tema dessa dissertacio.
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2.

2.1.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar o efeito da suplementagdo de nitrato de sodio durante o

desenvolvimento da obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

2.2,

Objetivos especificos

Comparar o progresso da obesidade pela evolugédo ponderal, percentual de
adiposidade, consumo alimentar e analises histolégicas do tecido adiposo
em animais obesos e ndo obesos tratados ou ndo com nitrato de sodio;
Avaliar o efeito da ingestdo de nitrato inorganico nos parametros de
bioquimica sanguinea, lipideos circulantes e homeostasia da glicose;
Analisar o perfil lipidico das fezes e do figado;

Verificar possiveis alteragdes morfologicas no figado dos grupos obesos
tratados e nao tratados;

Compreender a acao do nitrato no balanco redox do figado, rim e musculo
gastrocnémio;

Avaliar a expressao de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-10, MCP-

1/CCL2) no tecido adiposo epididimal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais, delineamento experimental e dietas

Trinta camundongos machos da linhagem isogénica C57BL/6 com 10
semanas de idade foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo e Experimentagao
Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CBEA/UFU) apds aprovagao do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica na Utilizagao de Animais - CEUA/UFU, n°
128/15 (Anexo 1).

Os animais foram inicialmente pesados, distribuidos em gaiolas de
dimensdes de 30x20x13cm para até seis animas e alojados no CBEA por um
periodo de 13 semanas, onde foram submetidos a um ciclo de 12/12 horas claro e
escuro. Semanalmente era feita a pesagem dos animais e do restante de comida
presente nas gaiolas, além da medicdo do volume remanescente de agua das
mamadeiras. Em sequéncia, era feita a troca das gaiolas bem como de agua e
comida, adicionando um volume fixo de agua e pesando uma quantidade de ragao.
Quinzenalmente eram coletadas as fezes das gaiolas para estudo de parametros
lipidicos. A cada trés semanas, coletdvamos sangue em capilares heparinizados
para analises bioquimicas através de um corte na cauda do animal (Anexo 2).

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais conforme
o tipo de dieta e suplementacio: dieta padrao ou dieta hiperlipidica e solucao de
nitrato de sodio ou placebo de cloreto de sddio. Por conseguinte, o desenho
experimental foi composto por um grupo de oito animais que receberam dieta
padrdo e suplementagao de nitrato; um grupo de oito animais alimentados com
dieta hiperlipidica e suplementacéo de nitrato; um terceiro grupo de sete animais
em que foi administrada a dieta padrao e uma solugao placebo; e um grupo de sete
animais que foram alimentados com dieta hiperlipidica e também receberam o
placebo (Figura 3).

A suplementacao do nitrato de sodio ou da solugao placebo foi adicionada a
mamadeira, a concentracao final de 2 mM em um volume de 250 mL de agua.
Tanto a 4gua quanto a comida foram ofertados ad libitum. E importante ressaltar
que a suplementacao de nitrato ou placebo foi realizada de forma concomitante a

inducéo da obesidade.
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Suplementagao nitrato de sddio 2 mM
/ n=_8

Dieta padrao

(dieta controle)

n =15 animais \

Placebo cloreto de s6dio 2 mM
n=7

Suplementacao nitrato de sddio 2 mM
/’ n=38

(indutora de obesidade) \
n = 15 animais Placebo cloreto de sédio 2 mM
n=7

Dieta hiperlipidica

Figura 3: Desenho experimental dos animais tratados com nitrato de sédio ou placebo, 2mM, por

um periodo experimental de treze semanas.

A dieta padrdo foi composta de: amido de milho (46,5%), maltodextrina
(15,5%), caseina (14%), sacarose (10%), 6leo de soja (4%), celulose (5%), mistura
de minerais (3,5%), mistura de vitaminas (1%), metionina (0,18%), bitartarato de
colina (0,25%), hidroxitolueno butilado — BHT (0,0008%).

A dieta indutora de obesidade (DIO) foi composta de: amido de milho (6,2%),
caseina (20%), oleo de soja (2%), celulose (5%), mistura de minerais (3,5%),
mistura de vitaminas (1%), metionina (0,3%), bitartarato de colina (0,25%),
hidroxitolueno butilado - BHT (0,0014%), banha de porco (35,5%), groselha (31%).
As dietas foram manipuladas no laboratério e as composi¢cdes energéticas das

dietas estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao energética das dietas confeccionadas.

Padrao DIO
Carboidrato 77 % 42,2 %
Proteina 14 % 20 %
Gordura total 4 % 37,5 %
Calorias g/dieta 3,17 kcallg 5,21 kcallg

3.2. Evolugao ponderal, consumo alimentar e hidrico

Para acompanhamento da evolucdo da obesidade, avaliamos
semanalmente a evolugéo ponderal, o consumo alimentar e hidrico.

O consumo alimentar foi monitorado pela diferenca entre a racdo ofertada e
aracao ingerida, levando em consideracao a quantidade de animais por gaiola para
a obtencao do consumo meédio diario por animal.

A avaliagdo do consumo hidrico foi um parametro crucial para o trabalho,
tendo em vista que tanto a suplementacédo quanto o placebo foram adicionados a
agua. A concentragao escolhida, 2 mM (170 mg/L), foi pautada em valores proximos
aos encontrados nos alimentos (d"EL-REI et al., 2016).

Uma vez na semana era medido o volume de agua que sobrava na
mamadeira. A diferenga entre o volume fixo adicionado (250 mL) e o volume
restante era dividida pelo numero de animais na gaiola a fim de se estimar o

consumo médio diario por animal.
3.3. Amostras de sangue e tecidos
As amostras de sangue, para posteriores dosagens bioquimicas, foram
coletadas apos jejum de 10 horas, a cada trés semanas. Ao término do experimento
(13? semana) os animais foram eutanasiados com 80 mg/kg do anestésico

cetamina e 10 mg/kg do analgésico xilazina diluidos em tampéo fosfato de sddio
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pH 7,3. O sangue foi coletado da artéria braquial em tubos heparinizados,
imediatamente centrifugado a 3000 rpm, 4 °C, por 10 minutos e o plasma
armazenado no ultrafreezer - 80 °C para posteriores analises. Anteriormente a
coleta dos 6rgaos, os animais foram perfundidos com solugédo tampao fosfato (PBS
1X) pH 7,3 no coragéo, mais especialmente no ventriculo esquerdo.

O figado foi coletado e fragmentado em trés porgdes: i) Uma porgao foi
armazenada em tubos com formalina 10% para as analises histologicas; ii) O I6bulo
maior foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C
para as avaliagbes de estresse oxidativo; ii) O lébulo menor foi também congelado
e armazenado no ultrafreezer para avaliacdo dos lipideos totais pelo método de
Folch (1957).

O tecido adiposo epididimal dos animais foi retirado, pesado para calculo da
porcentagem de adiposidade epididimal e fragmentado, sendo uma parte destinada
a histologia e a outra congelada e armazenada no ultrafreezer a - 80°C, sendo,
posteriormente utilizado para a quantificagdo de citocinas inflamatérias por Elisa
(do inglés Enzyme-linked immunosorbent assay).

Tanto o rim quanto o musculo gastrocnémio dos animais foram coletados,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenados a -

80°C para posteriores avaliagdes do estresse oxidativo.

3.4. Avaliacao do perfil lipidico plasmatico

3.4.1. Determinagao da concentragao de triglicerideos

Para a dosagem de triglicerideos foi utilizado o kit Triglicérides Liquiform-
Labtest, um sistema enzimatico que visa a quantificagéo por reagao de ponto final.
O método consiste na hidrélise dos triglicerideos pela lipase lipoproteica produzindo
glicerol livre, o qual é fosforilado pela glicerol quinase. O produto sofre agao glicerol
3-fosfato oxidase, na presenga do oxigénio, produzindo perdxido de hidrogénio.
Este, sob agdo de uma peroxidase e o reagente fendlico (4-clorofenol) e 4-
aminoantipirina, produz um composto réseo avermelhado, com absorgcédo a 500 nm.

As reacgbes s&o descritas a seguir:
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Lipase

Trigliceridleos ————>  Glicerol + Acidos graxos

Glicerolquinase
Glicerol + ATP ———> Glicerol-3-fosfato + ADP
Mg?*

Glicerol-3-fosfato
oxidase

Glicerol-3-fosfato + O2 > Dihidroxiacetona + H202

Peroxidase

2 H202 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol ———> Quinoneimina + 4 H20

Para a construgdo da curva padrédo, o padrdao 200 mg/dL foi submetido a
quatro dilui¢gdes, resultando nas seguintes concentragbes: 1 mg/dL, 2 mg/dL, 4
mg/dL e 8 mg/dL. As amostras de plasma também foram diluidas (1:25 ou 1:40,
dependendo da amostra). Foi adicionado 100 uL das solug¢des padrao, 100 yL das
amostras diluidas e 100 uL do reagente de cor em uma microplaca de 96 pogos. A
concentracgao de triglicerideos na amostra foi determinada a partir da curva padrao,
sendo a intensidade da cor formada diretamente proporcional a concentragao. A

leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm em espectrofotémetro.

3.4.2. Determinacgdo da concentragcado de colesterol total

Para a dosagem do colesterol total foi utilizado o kit Colesterol Liquiform-
Labtest, um sistema enzimatico colorimétrico que visa a quantificacdo por reagao
de ponto final. O método consiste na hidrélise de ésteres de colesterol pela
colesterol esterase produzindo colesterol livre. Este, em presenca da colesterol
oxidase e de oxigénio produz peroxido de hidrogénio que pela agao da peroxidase
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em presenga de fenol e 4-aminoantipirina, forma um croméforo réseo avermelhado

com absorgao maxima a 500 nm. As reag¢des sao descritas a seguir:

Esterase

Esteres de colesterol —————> Colesterol + Acidos graxos

Colesterol oxidase

Colesterol + O2 >Colest-4-en-ona + H202

Peroxidase
2 H202+ 4 Aminoantipirina + Fenol =———> Antipirilquinonimina + 4 H20

Para a construgdo da curva padrdo, o padrdo 200 mg/dL foi submetido a
quatro dilui¢gdes, resultando nas seguintes concentragbes: 1 mg/dL, 2 mg/dL, 4
mg/dL e 8 mg/dL. As amostras de plasma também foram diluidas (1:40). Foi
adicionado 100 uL das solucdes padrao, 100 yL das amostras diluidas e 100 uL do
reagente de cor em uma microplaca de 96 pogos. A concentragéo de colesterol total
na amostra foi determinada a partir da curva padrao, sendo a intensidade da cor
formada diretamente proporcional a concentracdo. A leitura da absorbancia foi

realizada a 500 nm em espectrofotdmetro.

3.4.3. Determinagao da concentragdo do colesterol-HDL

As concentracgdes do colesterol-HDL foram obtidas através do kit Colesterol
HDL, cujo principio baseia-se na precipitagao seletiva das lipoproteinas de baixa e
muito baixa densidade (LDL e VLDL), por reagao de ponto final. As amostras de
plasma foram homogeneizadas com o reagente precipitante (contém acido
fosfotungstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L) e centrifugadas a
12.000 rpm a 4 °C durante 4 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi utilizado para
a determinacéo do HDL e o precipitado descartado.
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Além do reagente precipitante, o kit € composto de um padrao 20 mg/dL
(contém colesterol 0,52 mmol/L e azida sédica 14,6 mmol/L). Tanto o padrao como
0s sobrenadantes coletados foram pipetados em duplicata (10 pL/pogo) na
microplaca de 96 pogos com 200 pL de reagente de cor, o0 mesmo utilizado na
dosagem de colesterol total. A seguir, foi feita a incubagao por 15 minutos a 37 °C

e a leitura espectrofotométrica a 492 nm no espectrofotdmetro.

3.4.4. Determinacgao da concentragdo do colesterol ndo-HDL

O colesterol ndo-HDL (LDL colesterol e VLDL colesterol) foi calculado pela

diferenga entre o colesterol total e o HDL colesterol.

3.5. Avaliagcao da homeostase da glicose

3.5.1. Determinacgao da glicemia de jejum

A cada trés semanas (t=0,t=3,t=6,1t=9 et = 12) os animais eram
submetidos a um jejum de 10 horas para a avaliagéo da glicemia. Com o auxilio de
um glicosimetro (Bayer) e de fitas medidoras correspondentes era coletada uma
gota de sangue de aproximadamente 10 uL da cauda do animal para a medi¢céo da

glicose sanguinea.

3.5.2. Teste oral de tolerancia a glicose

Na 122 semana os animais foram submetidos ao teste de tolerancia oral a
glicose. O teste consiste na determinagéo da glicemia antes e apds a ingestao de
uma solug¢ao conhecida de glicose (0,30 g/mL), a qual foi administrada por gavagem
de acordo com a massa do animal (2g/kg de peso corporal), conforme realizado por
Hezel e colaboradores (2015). Os animais foram submetidos ao jejum por 6 horas

e, em seguida, foi realizada a primeira coleta através de um corte na cauda (tempo
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zero) para a dosagem da glicemia. Coletas sucessivas foram feitas apos 15, 30, 60

e 120 minutos da administragado de glicose (SILVA et al., 2017).

3.6. Extracao e determinacgao de lipideos fecais e hepaticos

Os lipideos totais das fecais e hepaticos foram extraidos segundo o método
de Folch (1957). Foram pesados 100 miligramas de figado e de fezes em tubos de
ensaio para homogeneizagao com uma solugao de cloroférmio: metanol (2:1), com
subsequente adicdo de metanol e centrifugacdo a 3.000 rpom a 4°C durante 15
minutos. O sobrenadante foi coletado em novos tubos e a ele foi adicionado
cloroférmio e solugdo de NaCl a 0,73% . Apds homogeneizagéo, nova centrifugacao
foi realizada utilizando os mesmos parametros. Desprezou-se a fase superior e foi
feita a lavagem do conteudo com solugao de cloroférmio, deixando secar a 37 °C.
A diferenga entre o peso dos tubos apos a secagem com o peso dos tubos limpos
remete a quantidade de lipideos extraidos. Para a dosagem de colesterol total e
triglicerideos presentes é feita uma ressolubilizagdo em isopropanol e a utilizagao

dos métodos ja mencionados.

3.7. Quantificagao de proteinas totais

Para a dosagem de proteinas totais presente nos tecidos coletados foi
escolhido o método de Bradford. Trata-se de uma quantificacdo que envolve a
ligagdo do corante “Comassie Birilliant Blue” as proteinas da amostra, sendo lida
espectrofotometricamente a 595 nm (BRADOFORD, 1976).

Uma solugao estoque de soro albumina bovino (BSA) 2mg/mL foi utilizada
para a construgdo da curva padrao (0,1 — 1,4 ug/uL) para a determinagao de
proteinas das amostras por regressao linear. Tanto a curva como as amostras
foram incubadas com o reagente de Bradford em microplaca durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A leitura espectrofotométrica foi feita em 595 nm.
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3.8. Avaliagoes do Estresse Oxidativo

Para as analises de estresse oxidativo, figado, rim e musculo gastrocnémio
foram homogeneizados em tampéo fosfato de sédio 20 mM com KCI 140 mM pH
7,4 na proporgao de 1:10 (tecido:tampéo). Figado e rim foram centrifugados a
800xg a 4°C durante 10 minutos e o musculo foi centrifugado a 10.000xg 4°C
durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado para as medi¢cdes e o pellet

descartado.

3.8.1. FRAP (Capacidade antioxidante total)

A técnica denominada FRAP é determinada pelo potencial antioxidante
redutor férrico. Neste ensaio, as espécies antioxidantes presentes na amostra
reduzem Fe3" a Fe?'. Para isso, o ferro € quelado em 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), formando Fe3*-TPTZ. O complexo férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina é
reduzido para a forma ferrosa, a qual apresenta coloragdo azul intensa,
determinada espectrofotometricamente a 593 nm (BENZIE & STRAIN, 1996).

Os sobrenadantes coletados foram incubados por 10 minutos a 37 °C com o
reagente de FRAP (tampao acetato 0,3 M pH 3,6, solugdo de TPTZ 10 mM e
solugdo de cloreto férrico 20 mM) e submetidos a leitora de microplacas para
quantificacdo no comprimento de onda mencionado. Os calculos foram obtidos
através de uma curva padrao de trolox (10 — 200 uM), um analogo da vitamina E,

por regressao linear.

3.8.2. Sulfidrilas totais

O contelido de sulfidrilas determina os tidis totais de uma amostra. Trata-se

de um método cujo reagente de cor, o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTNB)
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também conhecido como reagente de Ellman’s, é reduzido por tiois, gerando um
derivado amarelo, o 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB), lido espectrofotometricamente a
412 nm (AKSENOV et al., 2001).

S&o adicionadas ao sobrenadante dos tecidos analisados, tamp&o fosfato
(PBS) com EDTA 1 mM pH 7,4 e o reagente DTNB 10 mM preparado em solugao
de fosfato de potassio 0,2 M pH 8,0. Apds incubacao no escuro por 15 minutos a
temperatura ambiente, é feita a leitura espectrofotométrica a 412 nm por reagao de
ponto final em microplacas. O conteudo de sulfidrilas totais s&o calculados

descontando-se os valores do branco do reagente e da amostra.

3.8.3. Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa é um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina)) com atividade
antioxidante capaz de desempenhar importante papel na prevencdo de danos
causados por radicais livres, agindo como co-substrato de algumas enzimas
antioxidantes (glutationa peroxidases e glutationa S-transferases). Além disso, a
glutationa pode reagir com o oxido nitrico gerando S-nitrosoglutationa (GSNO) e
evitando a formacgao de peroxinitrito (ONOO-) (BROWNE & ARMSTRONG, 1998).

Inicialmente o conteudo proteico do sobrenadante foi precipitado com acido
metafosférico (MPA) na proporcao de 1:1 (homogeneizado / MPA). As amostras
foram centrifugadas a 7000xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado
para as medi¢cdes. O GSH reage com orto-ftalaldeido (OPT 1 mg / mL de metanol)
diluido em tampao fosfato de sédio monobasico 0,1 M com EDTA 0,005 M pH 8,0.
Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM) foi construida para quantificar GSH nas
amostras usando regressao linear. A leitura foi feita em um fluorimetro com

excitacao de 350 nm e emissao de 420 nm.

3.8.4. Superdéxido dismutase (SOD)

A SOD é a enzima que catalisa a reacdao de dismutacdo de dois radicais

superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio, sendo portanto a defesa primaria
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contra o estresse oxidativo, tendo em vista que o radical superdxido € um forte
iniciador de reacdes em cadeia. O método de avaliagdo da SOD baseia-se na
inibicdo da reagdo do radical superoxido com o pirogalol. Como o superoxido é
gerado pela auto-oxidagdo do pirogalol em meio basico, a SOD presente na
amostra compete pelo radical. A auto-oxidagao do pirogalol leva a formagéao de um
composto colorido, detectado no espectrofotometro a 420 nm (MARKLUND, 1985).

Para avaliar a atividade enzimatica da SOD, foi construida uma curva padrao
com diferentes concentragdes da enzima a partir de um estoque com tampéao Tris
50 mM com EDTA 1 mM pH 8,2 (tamp&o SOD), SOD 10 U/mL e pirogalol 24 mM
preparado em HCI 10 mM. As amostras de sobrenadante foram pipetadas na
microplaca com tampao SOD e pirogalol. A leitura cinética ocorreu em microplacas

a 420 nm durante 10 minutos em um intervalo de 15 em 15 segundos.

3.8.5. Catalase (CAT)

A catalase € uma enzima produzida pelo peroxissomo cuja funcdo é
converter o peroxido de hidrogénio (H202), em agua e oxigénio. A atividade da
catalase foi medida através da degradagao do H20:2 pela variagdo de absorbéancia
a 240nm (AEBI 1984).

Os sobrenadantes foram incubados com Triton 10% no gelo por 15 minutos.
Em seguida foi adicionada peréxido de hidrogénio em tampao fosfato de potassio
10 mM. A leitura cinética foi realizada em microplacas especificas para ultravioleta,
aplicando um comprimento de onda de 240 nm durante 10 minutos em um intervalo

de 15 em 15 segundos.

3.8.6. TBARS (Espécies reativas ao acido tiobarbiturico)
A peroxidacao lipidica € um processo decorrente da reagao dos radicais

livres com os lipideos de membrana com consequente formagdo de

malondialdeido. Esta substancia aquecida na preseng¢a do acido tiobarbiturico
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(TBA) forma um composto de coloragdo rosada o qual €& medido
espectrofotometricamente a 532 nm (YAGI, 1998).

Os sobrenadantes foram incubados com &acido tricloroacético (TCA 10%) e
TBA 0,67%, sendo posteriormente agitados e aquecidos em banho-maria por 2
horas a 40 °C. Apés resfriadas, as amostras foram misturadas com butanol e
centrifugadas a 5000xg por 3 minutos e o sobrenadante avaliado em um fluorimetro
a 515 nm de excitacdo e 553 nm de emissdo. Uma curva padrao de 1,1,3,3-
tetrametroxipropano (TMP) em tampéo fosfato de sdédio com KCI pH 7,4 foi

preparada e submetida aos mesmos procedimentos que as amostras.

3.8.7. Proteina Carbonilada

Os radicais livres estao entre os principais mecanismos de modificagao
oxidativa de proteinas. Neste contexto, a formacédo de carbonilas pode ser um
marcador precoce de dano proteico. Nesse ensaio, a detec¢do de grupos
carbonilicos em proteinas envolve a reagao do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH), o que leva a formagao de um produto estavel, o dinitrofenil
(DNP), quantificado espectrofotometricamente a 370 nm (REZNICK & PACKER,
1994).

O sobrenadantes foram incubados com DNPH 10 mM em HCI 2,5 N ou com
apenas HCI 2,5 N (branco da amostra) no escuro durante 1 hora, sendo agitadas
em vortex a cada 15 minutos. Logo em seguida, foi adicionado TCA 20%, deixando
em gelo por 10 minutos. Apds centrifugagdo a 9000xg por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol-acetato de etila (1:1) e
homogeneizado em voértex. Uma nova centrifugacéo foi realizada nas mesmas
condicbes para a ressuspensao do pellet em guanidina 6 M solubilizada em HCI 2,5
N e aquecimento em banho-maria a 37 °C por 5 minutos. Uma curva padrdo de
albumina (BSA) foi construida para a quantificagdo das proteinas presentes a 280
nm. Para determinar a carbonilagao foi realizada a leitura na microplaca UV a 370
nm.
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3.9. Analises histolégicas e morfométricas

Os tecidos coletados para as analises histolégicas (figado e tecido adiposo)
foram imediatamente mantidos em formalina 10% e depois por 24 horas em etanol
70%. Posteriormente aos procedimentos de desidratacdo em alcool etilico, os
tecidos foram diafanizados em xilol e emblocados em parafina liquida a 56 °C.
Foram feitos cortes de 5 um para a fixagado dos tecidos em laminas pré-tratadas
com gelatina 0,2%. Apos hidratagdo as secgdes foram imersas em solugao de
hematoxilina e eosina.

A analise morfologica do figado e do tecido adiposo epididimal foi realizada
em um microscopio Optico e as fotomicrografias obtidas nas objetivas de 10 e 40x,
respectivamente. A morfometria do tecido adiposo foi avaliada pelo ImagedJ (Image
Processing and Analisys in Java), medindo-se a area e diametro de 25 adipdcitos

por lamina.

3.10. Avaliagao de citocinas inflamatoérias

As concentragdes de quatro importantes citocinas inflamatérias: TNF-a, IL-
6, IL-10 MCP-1/CCL-2 foram quantificadas no tecido adiposo epididimal, utilizando
kits de ELISA especificos para camundongos, conforme instrugdes (DuoSet Elisa
R&D Systems Europe, Ltd).

Foram pesados 70 mg de tecido adiposo epididimal, sendo 0 mesmo
homogeneizado em solugao para extragao de citocinas e centrifugado a 10.000 rpm

por 10 minutos a 4 °C. O infranadante foi coletado e utilizado para as analises.
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3.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média e erro padrao. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a distribuicdo normal das amostras.
A diferenca entre os grupos foi analisada por: i) ANOVA One-Way com post test de
Tukey para analises paramétricas ou ii) ANOVA Two-Way, seguida do post test de
Tukey para testes paramétricos e ANOVA Two-Way, seguida do post test de
Dunn’s para testes ndo-paramétricos . As analises foram realizadas através do
software prisma (GraphPad Software, San Diego California — EUA), versdo 6.0 e o

nivel de significancia foi de 5% (p<0,05). Simbolos diferentes significam p<0,05.
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4. RESULTADOS

41. Evolucao ponderal e adiposidade

Os camundongos foram disponibilizados pelo Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal com 10 semanas de idade apresentando, em média,
massa corporal de 19,8 + 1,15 gramas.

Como ja mencionado, a evolugdo ponderal foi monitorada ao longo do
tempo, uma vez por semana. Foi observado que os animais alimentados com dieta
hiperlipidica, apresentaram maior massa corporal quando comparados aos animais
alimentados com dieta padrao.

Tal diferenga foi significativa a partir da quarta semana nos animais que
receberam a dieta hiperlipidica, independente da suplementagao, e manteve-se até
o final do experimento (Figura 4). Mais especificamente, na semana 4, 5 e 6, os
animais do grupo HP e HN apresentaram maior peso em relagdo ao grupo PN. A
partir da semana 8 até o final do experimento, PN continuou apresentando menor
massa corporal, diferindo-se dos demais grupos, ao passo que os grupos HP e HN

mantiveram o ganho de peso, apresentando maior massa corporal.
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Figura 4: Evolugao ponderal dos camundongos da linhagem C57BL/6 durante treze semanas
experimentais. Dieta padrao placebo (PP); Dieta padrdo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo
(HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores apresentados como média + erro padrdo da média

(S.E.M.). Teste ANOVA two-way post-test de Tukey. * p <0.05 diferenca estatistica entre os grupos.
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O ganho de peso, obtido pela diferenga do peso corporal ao final e ao inicio
do experimento e a adiposidade, isto €, o peso relativo do tecido adiposo epididimal
estdo expressos na Figura 5. Em média, os grupos alimentados com uma dieta rica
em lipideos saturados tiveram ganho de 10 gramas em relac&o a dieta controle (PP:
6,25 + 0,80; PN: 5,97 + 0,36; HP: 15,19 + 1,10; HN: 15,35 + 1,49) ao final do

experimento e aumento da gordura epididimal em cerca de 50%.
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Figura 5: (A) Ganho de peso corporal e (B) Adiposidade relativa do tecido adiposo epididimal dos
camundongos da linhagem C57BL/6. Dieta padrao placebo (PP); Dieta padrao nitrato (PN); Dieta
hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média £ erro
padrao da média (S.E.M). Teste: ANOVA one-way post-test de Tukey. # p < 0.05 vs PP; & p< 0.05
vs PN.

4.2. Consumo alimentar

O consumo alimentar obtido semanalmente foi expresso pela média de
gramas consumidas por animal e as calorias correspondentes, como mostra a
Figura 6. A média da ragdo consumida em gramas/animal/dia dos grupos PP, PN,
HP e HN foram: 4,11 £0,16; 4,26 £+ 0,27; 2,49+ 0,14, 2,46 £ 0,21; respectivamente.

E possivel observar claramente a influéncia da dieta no estudo em questéo,
tendo em vista que, embora os animais submetidos a uma dieta hiperlipidica
tiveram uma ingestdo alimentar menor em comparacéo aqueles com uma dieta
padrdo, houve maior ganho de massa nesses grupos. Quanto as calorias ingeridas

nao foram observadas diferencas entre esses grupos (Figura 6B).
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Figura 6: Consumo alimentar dos camundongos da linhagem C57BL/6 expresso pela média de
gramas (A) e (B) calorias ingeridas por animal. Dieta padréo placebo (PP); Dieta padréao nitrato (PN);
Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média +
erro padrdo da média (S.E.M). Teste: (A) ANOVA two-way post-test de Dunn’s e (B) ANOVA one-
way post-test de Tukey # p < 0.05 vs PP; & p< 0.05 vs PN.

4.3. Consumo hidrico

Outro parametro também avaliado semanalmente foi a ingestao hidrica em
mL/diaria/por animal, ja que a suplementacao foi adicionada a agua. A Figura 7
traz que a média consumida por animal nos grupos que receberam uma dieta
padrao foi em torno de 4,2 mL, enquanto nos grupos obesos essa ingestao foi em
torno de 2,6 mL, especificamente 4,13 + 0,36; 4,35+ 0,37; 2,61+ 0,11 e 2,63+ 0,12

para os animais do grupo PP, PN, HP e HN, respectivamente.
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Figura 7: Consumo hidrico dos camundongos da linhagem C57BL/6 expresso pela média ingerida
por animal, em mililitros. Dieta padrdo placebo (PP); Dieta padréo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica
placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média + erro padrao da média
(S.E.M). Teste: ANOVA two-way post-test de Tukey # p < 0.05 vs PP; & p< 0.05 vs PN.

4.4. Avaliagcao dos parametros de bioquimica sanguinea
4.4.1. Triglicerideos, Colesterol total e fragées de lipoproteinas

Os resultados dos triglicerideos plasmaticos, colesterol total, colesterol da
fragdo HDL e colesterol ndo-HDL dos animais durante as treze semanas
experimentais estdo dispostos na Tabela 2.

E possivel observar que ndo houve diferenca entre os grupos estudados
quanto a concentragao de colesterol total e triglicerideos. Em contrapartida, dentre
os grupos alimentados com dieta hiperlipidica, houve aumento na concentragcao de
HDL colesterol no grupo que foi suplementado com nitrato de sédio (HN). Em
adicao, o grupo HP apresentou os maiores valores de nao-HDL colesterol em

relagdo aos grupos de dieta padrao: PP e PN.
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Tabela 2: Variagao do perfil lipidico plasmatico, em mg/dL, durante treze semanas

experimentais.

PP PN HP HN Valor de p
Concentracido (mg/mL)
Triglicerideos 80,18+19,31 | 86,63+11,03 65,79+7,71 87,63+13,17 p>0,05
Colesterol total 129,0+31,77 | 111,645,06 137,2+10,55 132,248,07 p>0,05
HDL-colesterol 59,43+5,19 51,4216,85 38,37+7,36 69,937,123 p<0,05
nado-HDL colesterol 47,3414,30 56,05+6,38 | 84,57+9,17 # | 67,18%8,79 p<0,05

Valores expressos como média + desvio padrdo da média (S.E.M). Dieta padrao placebo (PP); Dieta
padrdo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores
expressos com média * erro padrdo da média (S.E.M). Teste: ANOVA two-way post-test de Tukey
#p <0.05vs PP; & p<0.05 vs PN; $ p < 0.05 vs HP.

4.4.2. Homeostase de glicose

Como ja descrito, a glicose sanguinea dos animais foi mensurada a cada
trés semanas (t = 0, 3, 6, 9 e 12). Os valores de glicemia durante todos esses
tempos estdo expostos na Figura 8.

Nota-se que os grupos nao diferiram entre si durante as trés primeiras
semanas de dieta e suplementagcao. No entanto, na 6 semana, o grupo HN
apresentou maior valor glicémico em comparagao ao PN e ao HP. Na Semana 9, o
grupo padrao placebo apresentou a menor glicemia em relagéo a todos os outros
grupos. Por fim, na 122 semana o grupo alimentado com dieta hiperlipidica
concomitante a suplementacdo de nitrato apresentou glicose elevada quando
comparada ao grupo PP.
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Figura 8: Glicemia dos camundongos da linhagem C57BL/6 ao longo das treze semanas
experimentais. Dieta padrdo placebo (PP); Dieta padréo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo
(HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média * erro padrdo da média (S.E.M).
Valores expressos como média + desvio padrdo da média (S.E.M).Teste: ANOVA two-way post-test
de Dunn’s. * p < 0.05 diferenca estatistica entre os grupos.

A glicemia ao final do experimento aumentou nos grupos de animais que
consumiram a dieta hiperlipidica (Figura 9). O grafico nos mostra claramente que
a suplementacao de nitrato ndo alterou a glicemia, havendo apenas interferéncia
da dieta. Os valores de glicose no sangue foram: 72,30 £ 5,97 mg/mL para o grupo
PP; 73,43 + 3,57 para o grupo PN; 96,50 + 6,21 para os animais do grupo HP e
99,25 + 5,44.
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Figura 9: Glicemia final dos camundongos da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas
experimentais. Dieta padrao placebo (PP); Dieta padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo
(HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média £ erro padrdo da média (S.E.M).
Teste: ANOVA one-way post-test de Tukey. # p < 0.05 vs PP; & p< 0.05 vs PN.
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4.4.3. Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose foi realizado na semana anterior a
eutanasia dos animais. Trata-se de um teste relevante para a compreensao dos
efeitos da dieta e/ou suplementacao na resisténcia a insulina.

A Figura 10A representa os valores glicBmicos no decorrer do tempo. E
perceptivel que os animais alimentados com uma dieta de alto teor de gordura
saturada séo intolerantes a glicose, ja que apresentam glicemia elevada durante
todo o teste (igual ou maior que 200 mg/dL), inclusive apds 2 horas da ingestao da

solucao de agucar.
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Figura 10: (A)Teste de tolerancia oral a glicose realizado nos camundongos da linhagem C57BL/6.
(B) Area sobre a curva do teste de tolerancia oral a glicose realizado nos camundongos da linhagem
C57BL/6. Dieta padrao placebo (PP); Dieta padréo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP);
Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média * erro padrdo da média (S.E.M).
Teste: (A) ANOVA two-way post-test de Tukey e (B) ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <0.05
vs PP; & p<0.05 vs PN; $ p < 0.05 vs HP.

Por meio do grafico obtido pela concentragdo de glicose versus o tempo
decorrido no TOTG, pbde-se calcular a area sobre a curva (Figura 10B), a qual
apresentou os seguintes resultados: média de 19892+758,6 para o grupo PP;
2125311280 para o PN; 27466+1825 para o HP e 31905+£2271 para o grupo HN.
Igualmente ao que ocorreu nas medi¢des da glicose sanguinea durante as treze
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semanas experimentais, nota-se que apenas a dieta foi critério de diferenca quanto

a sensibilidade a insulina.

4.5. Lipideos fecais e hepaticos

As fezes, coletadas a cada duas semanas, e uma fragao do figado, coletado

no momento da eutanasia, foram destinados a extracdo de lipideos totais pelo

método de Folch, como ja mencionado. Os resultados estdo expostos na Tabela 3.

Tabela 3: Extragao de lipideos fecais e hepaticos, em mg, durante e ao final das

treze semanas experimentais.

PP PN HP HN Valor de
p
Lipideos fecais (mg) 2,33+0,42 1,11£0,31 # 2,99+0,45%& 2,98+0,58 & p<0,05
Lipideos hepaticos (mg) 8,00+0,50 7,05+0,42 11,50+0,50 #& | 7,93+0,44 % p<0,05

Valores expressos como média + desvio padrao da média (S.E.M). Dieta padréo placebo (PP); Dieta
padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores
expressos com média * erro padrdo da média (S.E.M). Teste: ANOVA two-way post-test de Tukey
e ANOVA one-way post-test de Tukey. # p < 0.05 vs PP; & p< 0.05 vs PN; $ p < 0.05 vs HP.

Estatisticamente, o grupo de animais alimentados com dieta padrao e
suplementados com nitrato de sdédio apresentou menor quantidade de lipideos
fecais em relagdo aos demais grupos.

Em adigao, nota-se que o grupo HP apresentou maior quantidade lipideos
no figado, em comparacgao aos demais grupos. Esse resultado traz uma relevancia
da suplementacdo, visto que a mesma diminuiu os niveis de lipideos totais no

figado mesmo em condic¢des de dieta hiperlipidica.
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4.5.1. Dosagem de colesterol e triglicerideos fecais e hepaticos

A partir da extracéo dos lipideos pelo ensaio de Folch foi possivel dosar o

conteudo de colesterol total e triglicerideos presentes nas fezes e no figado, como

representado na Tabela 4. Embora tenha sido notada diferenga na quantificagao

de lipideos totais, os resultados de colesterol e triglicérideos nao diferiram entre os

grupos.

Tabela 4: Conteudo de colesterol total e triglicerideos fecais e hepaticos, em mg/g,

durante e ao final das treze semanas experimentais.

PP PN HP HN Valor de
p

Colesterol total fecal 3,05+0,40 2,37+0,36 3,92+0,29 4,19+0,83 p>0,05
(mg/g fezes)

Triglicerideos fecal 2,98+0,10 2,76+0,52 3,17+0,56 3,57+0,68 p>0,05
(mg/g fezes)

Colesterol total 2,88+0,13 2,62+0,10 3,44+0,65 2,78+0,15 p>0,05
hepatico (mg/g tecido)

Triglicerideos 14,170+0,675 | 11,690+£1,114 | 13,540+£1,149 | 10,990+0,734 | p>0,05

hepatico (mg/g tecido)

Valores expressos como média + desvio padrao da média (S.E.M). Dieta padrao placebo (PP); Dieta

padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores

expressos com média = erro padréo da média (S.E.M). Teste: ANOVA one-way post-test de Tukey.

4.6.

Biomarcadores do estresse oxidativo

4.6.1. Avaliagao do potencial antioxidante
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4.6.1.1. FRAP

Os resultados mostram maior capacidade antioxidante total no figado dos
animais da dieta padréo tratados com nitrato (101,3 £ 3,41 umol de equivalente ao
trolox) e, curiosamente, também dos animais da dieta hiperlipidica em relagéo a
dieta padrado sem diferenca entre os grupo de animais suplementados com nitrato
(HP:110,5 £ 13,30 e HN: 121,4 + 11,65 umol de equivalente ao trolox).

No rim foi observado uma menor capacidade antioxidante total nos animais
da dieta padrao (46,69 £ 2,55 umol) que receberam nitrato e uma maior capacidade
antioxidante total nos rins dos animais da dieta hiperlipidica (78,27 + 6,96 umol para
o HP e 76,89 + 8,25 umol para o HN).

No musculo gastrocnémio, a capacidade antioxidante total ndo diferiu entre
os grupos estudados, independente da dieta e da suplementacao ofertada. As
médias, em umol de equivalente ao trolox, foram: 20,92 + 0,839 para o grupo PP,
21,95 £ 0,908 para o grupo PN, 22,14 + 0,518 para o HP e 19,82 + 0,316 para o
HN.
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Figura 11: Capacidade antioxidante total (A) hepatica, (B) renal e (C) muscular dos camundongos
da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padrdo placebo (PP); Dieta
padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores
expressos com média * erro padrao da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <
0.05 vs PP; & p < 0.05 vs PN.
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4.6.1.2. Sulfidrilas totais

O conteudo hepatico de sulfidrilas no grupo suplementado com uma dieta
hiperlipidica mais nitrato mostrou-se surpreendentemente maior, com média de
69,56 + 5,85 nmolDTNB/mg de proteina. Os demais grupos néao diferiram entre si,
apresentando uma média de 41,87+5,57 para o PP; 32,99 £ 7,60 para o grupo PN
e 23,87 + 3,81 nmol para o HP.

No rim, ndo houve diferenga na concentracédo de sulfidrilas totais entre os
grupos PP (59,72 + 9,57), PN (73,27 + 10,86) e HN (76,92 + 8,26), no entanto o
grupo HP apresentou o menor conteudo de sulfirilas (20,67 x 3,04), como ilustrado
na Figura 12.

No musculo gastrocnémio, os niveis de sulfidrila total aumentaram com a
suplementacao de nitrato nos animais alimentados com uma dieta padrao. Dessa
forma, houve diferenca em relagdo ao controle ndo suplementado (12,31 £ 1,107
para o PP vs 23,21 + 3,314 para o PN) e ainda em relagdo aos animais obesos
(HP:13,54 £ 0,947 e HN:12,54 + 2,636).
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Figura 12: Conteudo de sulfidrilas totais (A) hepatica, (B) renal e (C) muscular dos camundongos
da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padrao placebo (PP); Dieta
padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores
expressos com média * erro padrao da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <
0.05vs PP; & p<0.05vsPN; $p<0.05vsHP.
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4.6.1.3. Glutationa reduzida

Os valores médios da glutationa reduzida no figado foram: 1,079 + 0,170
(PP), 0,616 £ 0,113 (PN), 0,309 £ 0,079 (HP) e 0,8109 + 0,151nmol/mg de proteina
(HN). Esses dados revelam que o grupo HP apresentou niveis menores de GSH,
diferenciando estatisticamente com os grupos PP e HN, como ilustrado na Figura
13.

A GSH renal foi claramente menor nos animais alimentados com uma dieta
hiperlipidica, independente da suplementagcdo, em comparagédo ao grupo PP. Os
resultados para os grupos PP, PN, HP e HN foram respectivamente 1,281 + 0,154,
0,927 + 0200; 0,549 + 0,106; 0,542 + 0,095 nmol/mg.

Ja no musculo gastrocnémio, os valores da GSH foram: 2,150 + 0,350 para
o PP, 2,373 + 0,315 para o PN, 2,740 + 0,315 para o HP e 3,378 *+ 0,486 nmol/mg

para o HN. Esses resultados nao evidenciaram significancia estatistica entre os

grupos.
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Figura 13: Concentracdo de glutationa reduzida (A) hepética, (B) renal e (C) muscular dos
camundongos da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padréo
placebo (PP); Dieta padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato
(HN). Valores expressos com média + erro padrdo da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de
Tukey. #p < 0.05 vs PP; $ p <0.05 vs HP.

39



4.6.2. Avaliagao de enzimas antioxidantes

4.6.2.1. Superéxido dismutase

A atividade da superdxido dismutase hepatica foi elevada nos animais do
grupo HN, com média de 1,221 £ 0,097. No entanto, a estatistica ndo o diferiu entre
todos os outros grupos, mas apenas, em relagdo aos placebos, sendo os valores
das médias de 0,780 £ 0,078 para o grupo PP, 0,856+0,056 para o PN e 0,7142 +
0,057 para o HP (Figura 14).

No rim, a atividade da SOD nao mostrou alteragdes entre os grupos. Os
valores meédios, expressos em U/mg de proteina, foram 0,792 £ 0,134 para o PP,
0,963 £ 0,127 parao PN, 0,778 £ 0,113 para o HP e 0,803 + 0,075 para HN.

Por fim, no musculo gastrocnémio a SOD aumentou no grupo padrao nitrato
(1,712 £ 0,123) em relagédo ao seu controle placebo (1,190 + 0,146). Além disso,
ambos 0s grupos que receberam uma dieta hiperlipidica tiveram uma redugéo da
atividade enzimatica (HP = 1,188 £ 0,073 e HN = 1,154 + 0,114).
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Figura 14: Atividade da superdxido dismutase (A) hepatica, (B) renal e (C) muscular dos
camundongos da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padréo
placebo (PP); Dieta padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato
(HN). Valores expressos com média * erro padrao da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de
Tukey. # p <0.05vs PP; & P<0.05vsPN; $ p <0.05 vs HP.
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4.6.2.2. Catalase

A atividade da catalase, expressa em U/mg de proteina, foi maior em ambos
0s grupos suplementados com nitrato (PN: 0,638 £ 0,045 e HN: 0,621 + 0,059),
mostrando resultados significativos em relagéo ao grupo padrao placebo (0,368 *
0,063). No entanto, ndo houve diferenga entre os grupos suplementados e o HP
(0,526+0,045), como representado na Figura 15.

A catalase n&o se alterou no tecido renal com a dieta e a suplementacéo. O
grupo PP apresentou média de 0,439 + 0,074; o grupo PN de 0,639 + 0,078; 0,446
+ 0,051 para o HP e para o HN 0,505 + 0,051.

Em relacio a atividade da catalase muscular, ndo houve diferenca quanto a
suplementac¢ao com a oferta de uma dieta padrao (PP = 0,337 £ 0,048 e PN = 0,316
+ 0,085). Em contrapartida, a suplementagdo concomitante a ingestao de uma dieta
rica em lipideos propiciou aumento da atividade enzimatica quando comparagao ao

seu placebo (HP = 0,204 + 0,024 e HN = 0,326 + 0,038).
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Figura 15: Atividade da catalase (A) hepatica, (B) renal e (C) muscular dos camundongos da
linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padrdo placebo (PP); Dieta
padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores

expressos com média + erro padrdo da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <

0.05 vs PP; $ p <0.05 vs HP.
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4.6.3. Indicadores de dano oxidativo

4.6.3.1. Carbonilagao de proteinas

Quanto ao teor de proteina carbonilada hepatica, uma avaliacédo de dano
protéico, ndo houve diferenca entre os grupos cuja alimentacgao foi normocalérica,
com média de 7,572 £ 0754 nmol/mg de proteina para o PP e 9,686 + 1,674 para o
PN. No entanto, o grupo ofertado com uma dieta rica em lipideos sem
suplementagao apresentou maior dano protéico, com média de 13,340 + 2,070,
mostrando diferenca estatistica com o PP e com o grupo dieta hiperlipidica
suplementado (7,374 + 0,241), Figura 16.

A avaliacédo de proteina carbonilada renal ndo mostrou variagdo entre os
grupos PP (7,850 £ 1,363), PN (4,841 £ 0,449) e HP (6,541 + 1,024). Entretanto a
suplementagcdo de nitrato concomitante a ingestdo de uma dieta hipercalérica
reduziu a carbonilagéo proteica quando comparada ao grupo PP (3,916 + 0,792).
Dentre os grupos estudados, aquele que apresentou maiores niveis de proteina
carbonilada no musculo foi o HP, com média de 25,51+5,511 nmol/mg de proteina.
Esse valor mostrou-se estatisticamente elevado em relagcdo aos grupos
alimentados com uma dieta padrao (PP = 11,92+0,466 e PN = 11.091£0,183) e ao
grupo com dieta hiperlipidica nitrato (HN = 15,92+2,717).
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Figura 16: Teor de proteina carbonilada (A) hepatica, (B) renal e (C) muscular dos camundongos
da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta padrédo placebo (PP); Dieta
padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores
expressos com média * erro padrao da média (S.E.M). ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <
0.05 vs PP; & p <0.05 vs PN; $ p < 0.05 vs HP.
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4.6.3.2. Peroxidacgao lipidica

Em relacdo ao ensaio de dano lipidico hepatico pela quantificacdo das
espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), foi observado que o grupo com
maior média foi o PN (0,213 £ 0,025), mas diferiu apenas com o grupo PP (0,146 *
0,011). Os grupos HP (0,151 £ 0,013) e HN (0,197 £ 0,011) ndo divergiram entre si
€ nem mesmo com 0s demais grupos analisados, como representado na Figura
17.

A quantificacdo de TBARS no rim nao revelou diferenga relacionada a dieta
tampouco com a suplementagcdo. As médias dos animais nos grupos PP, PN, HP
e HN foram nessa ordem: 0,876 + 0,176; 0,669 *+ 0,162; 0,614 + 0,096 e 0,643 *
0,124 nmol.

A peroxidagao lipidica muscular mostrou-se maior no grupo HP (1,203 +
0,296) em detrimento do grupo PP (0,345 + 0,043) e do HN (0,575 + 0,064), mas

nao diferiu dos animais suplementados com nitrato e dieta controle (0,661 + 0,056).
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Figura 17: Conteudo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (A) hepatica, (B) renal e (C)
muscular dos camundongos da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. Dieta
padrao placebo (PP); Dieta padréo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo (HP); Dieta hiperlipidica
nitrato (HN). Valores expressos com média + erro padrdo da média (S.E.M). ANOVA one-way post-
test de Tukey. # p < 0.05 vs PP; & p<0.05vsPN; $ p <0.05 vs HP.
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4.7. Analises histoldgicas

4.7.1. Analise histolégica do figado

No intuito de relacionar o perfil lipidico com possiveis alteragoes
morfolégicas no figado, foram realizadas laminas histologicas hepaticas de cada
grupo experimental.

As células hepaticas dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica
e nao suplementados (grupo HP) mostraram maior depdsito de gordura, o que é
compativel com o aumento do conteudo lipidico mostrado anteriormente (Tabela
3). Todavia, a administracdo de nitrato inorganico no grupo HN visivelmente
reduziu o conteudo lipidico (Figura 18), o que também concorda com os resultados

expostos na Tabela 3.

Figura 18: Alteracdes histopatoldgicas no figado. Fotografia representativa da coloragado de H & E
(objetiva 40 x) de seg¢bdes de figado de cada grupo de animais: (A) PP Dieta padrao placebo, (B) PN
Dieta padréao nitrato, (C) HP Dieta hiperlipidica placebo (D) HN Dieta hiperlipidica nitrato apds treze

semanas experimentais.
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4.7.2. Analise histolégica e morfométrica do tecido adiposo epididimal

As fotomicrografias do tecido adiposo epididimal mostram claramente a
hipertrofia dos adipdcitos frente a uma dieta rica em lipideos em relagdo a uma dieta

normocaldrica (Figura 19).

Figura 19: Histologia dos adipdcitos. Fotografia representativa da coloragédo de H & E (magnitude
10 x) de segbes do tecido adiposo epididimal de cada grupo de animais: (A) PP Dieta padrao
placebo, (B) PN Dieta padrao nitrato, (C) HP Dieta hiperlipidica placebo (D) HN Dieta hiperlipidica

nitrato apds treze semanas experimentais.

A média das area do adipécitos dos grupos foi de 14658 +136,9 para o
grupo PP; 12787 + 191,1 para o PN, 21108 + 248,2 para o HP e 18660 + 497,0 para
o HN. Esses resultados mostram claramente o papel de uma dieta rica em lipideos

no aumento do tamanho dos adipécitos. Todavia, surpreendentemente, o nitrato
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inorganico foi capaz de reduzir a area dos adipécitos ndo apenas na dieta

hiperlipidica como também na dieta controle.
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Figura 20: Area dos adipécitos dos camundongos da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas
experimentais. Dieta padrdo placebo (PP); Dieta padréo nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo
(HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média * erro padrdo da média (S.E.M).
ANOVA one-way post-test de Tukey. # p <0.05 vs PP; & p <0.05vs PN; $ p <0.05 vs HP.

4.8. Avaliagcao de citocinas inflamatérias

Quatro citocinas inflamatérias foram determinadas no tecido adiposo
epididimal: TNF-a, MCP-1/CCL-2, IL-6 e IL-10 (Figura 21).

A concentragao de TNF-o foi maiores no grupo HP, apresentando média de
12, 46 = 2,34 ng/mL. Esse grupo foi estatisticamente diferente daqueles que
receberam dieta padrao (PP: 4,92 +0,40 e PN: 6,06 £ 1,11), mas nao do grupo HN
(8,35 + 1,51), mostrando que o nitrato nao interferiu na concentracdo dessa
citocina.

Quanto a dosagem de MCP-1/CCL-2, aqueles animais tratados com uma
dieta rica em lipideos e nao suplementados apresentaram maiores valores da
citocina (HP: 5,52 £ 0,37 ng/mL), mas diferindo apenas do seu grupo controle nao
suplementado (PP: 1,48 £ 0,10). Padréao nitrato e hiperlipidica nitrato tiveram média
de 3,08 + 1,03 e 3,96 £ 0,69, respectivamente.

Igualmente ao TNF-a, a concentragao de IL-6 foi maior com a dieta do grupo
hiperlipidica placebo (HP: 6,20 £ 1,18) quando comparada aos grupos PP (2,49 +
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0,20) e PN (3,00 £ 0,57), mas nao houve interferéncia do nitrato quando
administrado com a dieta hiperlipidica (grupo HN: 3,97 £ 0,75).

Por fim, a citocina IL-10 apresentou a menor concentracido no animais do
grupo PP (1,05 £ 0,09 ng/mL) em detrimento dos demais grupos. Neste caso, tanto
a suplementacao na dieta padrao (PN: 3,28 + 0,63) como a administragdo de uma
dieta com alto teor de gordura saturada (HP: 3,34 + 0,54 e HN: 5,14 £ 0,66)

permitiram um aumento dessa citocina no tecido adiposo.
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Figura 21: Quantificagédo de citocinas inflamatérias do tecido adiposo epididimal dos camundongos
da linhagem C57BL/6 ao final das treze semanas experimentais. (A) TNF-a, (B) MCP-1/CCL-2, (C)
IL-6 e (D) IL-10. Dieta padrao placebo (PP); Dieta padrao nitrato (PN); Dieta hiperlipidica placebo
(HP); Dieta hiperlipidica nitrato (HN). Valores expressos com média £ erro padrdo da média (S.E.M).
ANOVA one-way post-test de Tukey. # p < 0.05 vs PP; & p <0.05 vs PN.
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5. Discussao

A obesidade € uma doenga multifatorial caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura n&do apenas no tecido adiposo, mas também nos tecidos
periféricos. Em geral, o desenvolvimento da obesidade relaciona-se a alta ingestao
caldérica combinada ao baixo gasto energético, o que leva ao acumulo da gordura
(RUPEREZ et al., 2014).

Neste contexto, o aumento do consumo de dietas hipercaléricas na
sociedade atual, especialmente ricas em lipideos saturados e carboidratos simples,
tém sido associado ao desenvolvimento da obesidade e sindrome metabdlica
(ALEMANY, 2013).

O excedente caldrico € armazenado no tecido adiposo branco na forma de
triacilglicerdis. Em longo prazo, o acumulo de gordura no tecido adiposo é
acompanhado de inflamacéao, hipoxia e estresse oxidativo, que por sua vez pode
contribuir para o desenvolvimento de outras doencas, tais como dislipidemia,
hipertensdo, aterosclereose, resisténcia insulinica, diabetes, entre outros
(RUPEREZ et al., 2014).

Vale lembrar que o tecido adiposo branco (TAB) é considerado um 6rgao
enddcrino, tendo em vista que produz uma variedade de moléculas, incluindo
adipocinas, como adiponectina e leptina, as quais controlam a massa de gordura e
o apetite, e citocinas, como o TNF-a e interleucinas. Além disso, o TAB esta
diretamente envolvido na sensibilidade a insulina e ainda, no controle de processos
inflamatdrios. Na obesidade, o TAB sofre alteragdes, o que causa modificacdo do
perfil de secregcdo das adipocitocinas, afetando diretamente outros tecidos
(BALISTRERI, et al., 2010).

A inflamacao continua no TAB decorrente do aumento de depdsito de
gordura leva a infiltragdo de células de defesa, em particular de macréfagos, a fim
de conter o adipdcito hipertrofiado e o desbalanco de adipocitocinas produzidas e
reestabelecer a homeostase tecidual. No entanto, o insucesso do sistema imune
em reverter essa “agressdo” no tecido adiposo desencadeia um ciclo vicioso,
caracterizado por um estado inflamatério crénico de baixo grau (ALEMANY, 2013).

O interesse cientifico tem sido constante na tentativa de remediar e até

mesmo curar doengas metabdlicas. Com isso, os efeitos do nitrato dietético ou
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inorganico sobre parametros associados a obesidade tem possibilitado nova
vertente nas pesquisas.

Embora outros trabalhos da literatura mostrem que a ingestao de nitrato inibe
o ganho de peso (CARLSTROM et al., 2010; EL-WAKF et al., 2015; OGUR et al.,
2000), no nosso trabalho, a suplementagao de nitrato, ao longo das 13 semanas
experimentais, ndo alterou a massa corporal e o ganho de peso quando
comparados aos controles (Figuras 4 e 5). Em consonéancia aos nossos achados,
Hezel e colaboradores (2015), também ndo encontraram diferengas no peso médio
de camundongos suplementados com nitrato durante 17 meses quando
comparados com 0s seus respectivos controles. Em modelo de camundongos
C57BL/6 nocauteados para apoE e tratados com dieta hiperlipidica, os autores néo
encontraram diferenga na massa corporal entre os grupos suplementados ou néo
suplementados com o nitrato (BAKKER et al., 2016). Camundongos nocauteados
para o receptor de LDL que receberam dieta ocidental e administracdo de nitrato
durante 14 semanas, também n&o exibiram mudanga no massa corporal em
relacdo aos grupos nao suplementados (MARSCH et al., 2016).

A suplementagdo concomitante ao desenvolvimento da obesidade também
nao alterou a adiposidade em relacao aos controles nao suplementados, diferindo
de estudos cuja administracdo de nitrato inorganico ocorreu apds um periodo de
adaptacao a dieta (CARLSTROM et al., 2010). A administracdo de 1 mM de nitrato
inorganico durante 17 meses n&o alterou a composi¢géo de massa magra e gordura,
nem mesmo o peso do tecido adiposo de camundongos C57BL/6 machos
alimentados com dieta padrao (HEZEL et al., 2015).

O consumo alimentar, dado em gramas/dia/animal, durante as treze
semanas experimentais, foi maior nos grupos de dieta padrdao — em torno de 4
gramas — em comparacao aqueles com oferta de uma dieta hiperlipidica — em torno
de 2,4 gramas. Entretanto, como a densidade caldrica da dieta enriquecida com
gordura saturada € maior, notou-se que a ingestdo em kcal/dia/animal foi similar
entre os grupos.

O consumo hidrico, em mL/animal/dia, foi quase duas vezes menor nos
grupos que receberam a dieta indutora de obesidade, independente da ingestdo ou
nao de nitrato de sodio. Esse dados sugerem que a dieta hiperlipidica, por si s0,

alterou a ingest&o hidrica dos animais obesos em relacao aos eutréficos.
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Em ratos Wistar tratados com diferentes doses de nitrato (0,35 mM, 0,7 mM
e 1,4 mM) durante 18 dias ndo houve alteragdo nem no consumo alimentar nem
mesmo no consumo hidrico em relagéo aos animais n&o tratados (ASHMORE et
al., 2015). O mesmo foi constatado no estudo de Peleli e colaboradores (2016) com
camundongos selvagens e nocauteados para Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS).

Sabe-se que a biodisponibilidade de 6xido nitrico é diminuida em modelos
animais de obesidade induzida por dieta e em pacientes obesos e resistentes a
insulina (GRUBER et al., 2008; SANSBURY & HILL, 2014). Alternativamente, o
aumento da produgdo de NO- tem mostrado efeitos interessantes sobre a
obesidade e resisténcia insulinica.

Neste trabalho, foi observado aumento da glicemia decorrente da dieta
enriquecida com banha de porco em comparagao aos grupos que receberam a
dieta normocaldrica. Entretanto, a suplementagao com nitrato inorganico durante o
processo de desenvolvimento da obesidade ndo possibilitou melhora nos valores
glicémicos. Em alguns estudos, a intervengéo de nitrato apos algumas semanas de
ingestao de dieta hipercaldrica, melhorou a sensibilidade a insulina e a captagao de
glicose pela ativagao do transportador de glicose 4 (GLUT4) in vivo (OHTAKE et
al., 2015), o que também ja havia sido visto em analises in vitro (JIANG et al., 2014).
Além disso, Peleli e colaboradores evidenciaram que a suplementagdo aguda de
nitrato inorganico melhorou a depuragéao de glicose em camundongos selvagens
tratados com uma dieta de alto teor lipidico.

Segundo Li e colaboradores (2016), a administracdo dose-dependente de
nitrato em camundongos Swiss também resultou melhoras na homeostase de
glicose e insulina. Em ratos machos obesos e diabéticos, a administracéo de nitrito
durante oito semanas aumentou a producdo e secregao de insulina e, por
consequéncia, melhorou a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina (GHEIBI
et al., 2017). No entanto, Ashor e colaboradores (2016) apresentaram outra
abordagem em humanos, demonstrando que a suplementacao oral de nitrato
inorganico nao melhorou as respostas de glicose e insulina em individuos obesos
jovens e idosos.

A administragao de nitrato inorganico em roedores tem mostrado resultados

satisfatérios no perfil dos lipideos circulantes, a medida que reduz processos
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dislipidémicos provocados por dieta hipercaldrica, restaurando a homeostase
lipidica (LI et al., 2016).

Por outro lado, a administracdo crénica de nitrato em ratos acarretou
elevacgao nos niveis séricos de lipideos totais, triglicerideos e colesterol de baixa e
muito baixa densidade (LDL-c e VLDL-c), enquanto diminuiu a fragdo do colesterol
de alta densidade (HDL-c), segundo um estudo realizado por EI-Wakf e
colaboradores. Em outro estudo realizado por Marsch e demais autores (2016),
camundongos nocauteados para o receptor de LDL foram tratados com uma dieta
ocidental (rica em colesterol) e uma solugao de nitrato (1g/L) na agua durante 14
semanas, mas nao houve mudanga na concentragcao de colesterol e triglicerideos
entre 0 grupo suplementado e o grupo placebo (NaCl 1 g/L). Em humanos,
Velmurugan e colaboradores (2015), ndo evidenciaram altera¢des no perfil lipidico
de pacientes hipercolesterolémicos que receberam uma ingestao diaria de nitrato
(suco de beterraba) durante seis semanas.

Nesta dissertacao, os resultados mostraram que ndo houve intervencéo do
nitrato sobre alguns parametros lipidicos plasmaticos, sendo estes influenciados
unicamente pelo tipo de dieta — dieta hiperlipidica elevou a concentragao plasmatica
de ftriglicerideos, colesterol total e a fracdo ndo-HDL do colesterol. Em
contrapartida, o nitrato mostrou notavel aumento na fragdo HDL-colesterol nos
animais tratados com dieta de alto teor lipidico (grupo HN) quando comparados ao
grupo controle (grupo HP).

Ainda tratando-se de dosagem de lipideos, foi realizado um ensaio para a
extragao de lipideos totais no figado e nas fezes. O conteudo lipidico fecal foi menor
apenas quando o nitrato foi administrado juntamente a dieta padrdo, no entanto,
nao foram encontrados dados literarios que sustentassem esse resultado. No
figado, a suplementacao reduziu o conteudo lipidico mesmo com a dieta rica em
gordura saturada, aproximando-o aos valores obtidos pelos grupos com dieta
padrdo, o que esta em concordancia com os resultados das fotomicrografias. Esses
dados estdo em similaridade ao estudo de Li e colaboradores (2016), em que a
suplementagao com o nitrato do espinafre revelou menor acumulo de lipideos no
figado de maneira dose-dependente.

A catalase é uma das enzimas antioxidantes mais relevantes na célula, pois

€ responsavel pela degradagdo do peroxido de hidrogénio (H202), um dos
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componentes essenciais do estresse oxidativo (BALISTRERI et al., 2010). Estudos
sugerem que o aumento da catalase seja necessario para consumir o H20:2
mitocondrial excessivo produzido pelo aumento do metabolismo da gordura
(RINDLER et al., 2013).

Outra classe enzimatica essencial na defesa contra as ERO’'s é
representada pela familia de superdoxido dismutases: SOD1 (CuZn-SOD)
encontrada no citoplasma; SOD2 (MnSOD) na mitocdndria e SOD3 (EC-SOD)
localizada exclusivamente no espago intercelular (ZELKO et al., 2002).

Nesta dissertagao, a atividade da catalase tanto no figado como no musculo
foram aumentadas no grupo alimentado com dieta rica em lipideos e tratados com
nitrato de sédio (HN), o que ndo ocorreu no tecido renal.

Em similaridade, a expressdo e a atividade da catalase aumentaram
significativamente no coragcédo dos animais que consumiram uma dieta com alto teor
de gordura durante 30 semanas. Esse estudo concluiu que a expresséo da enzima
seja regulada para prevenir danos advindos da dieta hipercalérica (RINDLER et al.,
2013).

Nesse contexto, a atividade da SOD se comportou de maneira diferente nos
trés tecidos analisados. No figado, ela foi aumentada no grupo HN, da mesma
forma que a CAT hepatica. No entanto, a SOD no musculo mostrou maior atividade
quando a suplementagao ocorreu concomitante a dieta padréo (grupo PN), o que
resultou em menor atividade nos grupos obesos. Nenhuma mudancga significativa
foi observada no rim.

Em outra abordagem, o estudo de Liu e colaboradores (2013) apontou que
a superexpressdo de duas isorformas da superéxido (SOD1 e SOD2) em
camundongos transgénicos reduziu o estresse oxidativo no musculo esquelético
dos animais alimentados com dieta rica em lipideos. O tratamento com nitrato
reduziu a geragao de anion superoxido, citocinas pro-inflamatérias e infiltracao de
macrofagos no rim de camundongos C57BL/6 suplementados com 1 mmol/kg/dia
na ragao por duas semanas (YANG et al., 2017).

Quanto a peroxidacao lipidica, os resultados mostraram que a oferta de
dieta rica em lipideos saturados, por si s6, dobrou o conteudo de TBARS no
musculo em relagao a dieta normocaldrica. Surpreendentemente, o dano lipidico foi

reduzido com a suplementacgéao (grupo HN) a niveis proximos ao de uma ingestao
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dieta padrao. No figado, o nitrato junto a dieta controle aumentou o TBARS e no
rim nenhum diferenca foi observada entre os grupos.

O teor de proteina carbonilada foi maior no figado e no musculo dos
camundongos que receberam a dieta hiperlipidica. Nesses dois tecidos, a
suplementagéo com nitrato inorganico reverteu esse quadro, mantendo os niveis
de carbonilagdo proximos ao controle PP. No rim, o grupo obeso suplementado
(HP) mostrou valores até mesmo inferiores ao grupo PP.

A dosagem de derivados carbonilicos sugere efeito antagbnico ao de
sulfidrila total, ja que quanto maior a presenca de grupos tidis menor a possibilidade
de oxidacao das proteinas. Figado e rim concordaram com essa hipotese, visto que
0s grupos com alta concentragdo de carbonilagdo proteica apresentaram menor
concentragédo de sulfidrila (grupo HP), a medida que o grupo com menor dano
proteico (HN) apresentou maiores niveis de sulfidrilas. No musculo o grupo PN
destacou-se com elevado teor de suldrila total.

Em estudo realizado por Furukawa e demais autores (2014), dois modelos
de camundongos foram utilizados para compreender a relagéo entre obesidade e
sindrome metabdlica com o estresse oxidativo. Animais kkAy, um modelo animal
com obesidade grave, hiperlipidemia e resisténcia a insulina, com 7 e 13 semanas
de idade, bem como animais selvagens alimentados com uma dieta indutora de
obesidade (DIO) e camundongos db/db durante 10 semanas foram avaliados.
Todos os modelos apresentaram elevada peroxidagéo lipidica (TBARS) no plasma
e no tecido adiposo branco comparados aos controles, mas o ensaio nao diferiu no
figado e no musculo esquelético. No mesmo estudo, individuos adultos obesos
também mostraram maior dano lipidico plasmatico.

Os autores deste trabalho supracitado, também analisaram a expressao e
atividade de enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase) nos mesmos modelos animais. Nos camundongos KKAy, a atividade da
SOD e catalase foram reduzidas no tecido adiposo independente da idade, mas
manteve-se similar no figado e musculo em relagdo ao respectivo controle. Nos
animais selvagens com DIO e nos camundongos db/db a expressao da SOD e da
GPx foram menores no tecido adiposo do que os controles, mantendo-se

novamente inalterado no figado e musculo.
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Em outro estudo, Vedova e colaboradores (2016), avaliaram alguns
biomarcadores do estresse oxidativo no soro de camundongos submetidos a um
modelo de obesidade induzida por dieta rica em lipideos e frutose, descrita como
HFD+F. Enquanto a concentragdo da glutationa reduzida foi diminuida nos
camundongos tratados com HFD+F em comparagéo a todos os outros grupos, a
atividade de enzimas antioxidantes (CAT e GPx) foram aumentadas nesse grupo.
Da mesma forma, os danos oxidativos, mensurados pelo TBARS e proteinas
carboniladas, mostraram-se elevados no grupo HFD+F, evidenciando o papel da
dieta no estresse oxidativo.

Ja é descrito na literatura que algumas citocinas inflamatdrias, tais como
TNF-a, IL-6, IL-1p e MCP-1 e também a infiltragdo de macrdéfagos estédo
aumentados no tecido adiposo de obesos (GUILHERME et al, 2008;
NOROUZIRAD et al., 2017).

Nossos resultados estao em concordancia com essas informacoes literarias,
tendo em vista que as trés citocinas pré-inflamatérias quantificadas (TNF-a, IL-6 e
MCP-1/CCL2) mostraram-se maiores no grupo HP. No entanto, o nitrato nao teve
nenhum efeito na reversdo da inflamagdo. O grupo PP apresentou menor
concentracdo de citocinas, inclusive de IL-10, considerada uma citocina anti-
inflamatdria. Na quantificagao dessa citocina, o nitrato teve papel fundamental ao
permitir elevada producgao no tecido adiposo de eutréficos (grupo PN).

Lee e colaboradores (2016) mostraram que camundongos C57BL/6
alimentados com dieta hiperlipidica por 12 semanas tiveram concentracoes de
algumas citocinas aumentadas, como IL-6, IFNy e TNF-a devido ao aumento de
células NK no tecido adiposo epididimal comparados aqueles com dieta
normocalérica. Uma dieta com alto teor de agucar simples durante 8 semanas,
também foi suficiente para elevar os niveis de MCP-1 e TNF-a no tecido adiposo
epididimal de camundongos C57BL/6 sedentarios (SILVA et al. 2016).
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6. Conclusao

Os dados literarios acerca do papel do nitrato inorganico associado a dieta
hiperlipidica sobre o balango redox no figado, rim e musculo gastrocnémio e sobre
inflamacao no tecido adiposo ainda sao pouco explorados. Além disso, a sua
atuagao sobre parametros de bioquimica sanguinea sao paradoxos.

Neste estudo, foi possivel concluir que apesar do nitrato nao influenciar no
ganho de peso e nem mesmo na adiposidade, na ingestao caldrica e hidrica, e nos
niveis glicémicos, ele desempenhou importante fungdo nas dietas administradas
quanto a reducao da hipertrofia dos adipdcitos e ao aumento de citocinas anti-
inflamatorias (IL-10) no tecido adiposo branco e ainda, reduziu lipideos totais
hepaticos e fecais, além de elevar a fragdo HDL do colesterol plasmatico. Do
mesmo modo, ao explorar o seu papel no estresse oxidativo, notou-se que de
maneira geral, o nitrato inorganico acarretou o aumento de moléculas e enzimas
antioxidantes nos tecidos avaliados, ao passo que reduziu o dano oxidativo mesmo

em uma alimentacéo rica em lipideos.
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ANEXO 1: Formulario de Parecer do Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais - CEUA/UFU, n° 128/15

@ Universidade Federal de Ubedandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-

Comissdo de Etica na Utlizac3e de Animais (CEUA)
Rua Ceara, SN - Bloco 2T, 113 - CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia®iG — Ramal (VolP) 3423;
e-mal-ceuaf@propp.ufu. br; waw comissoes.| . br

ANALISE FINAL N° 011118 DA COMISSAD DE ETICA MA UTILIZAGAD DE
ANIMALS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFL 12815
Projeto Pesquisa; “Efeito da suplementagio de nitrate de sddio associada ao
exercicio fisico no balango redox & perfil inflamatoric em modele de
obesidade animal".

Pesquisador Responsavel: Prof® Dr® Frangoise Vasconcelos Botelho

O protocolo ndo apresenta problemas de etica nas condutas de pesquisa com
animais nos mites da redagao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relateric final.

SI'I'UAC;AG: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUAVUFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NG PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AQ CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

Uberandia, 10 de miargo de 2016,

Prof. Dr. César Augusio Garcia
Coordenador da CEUALUFU



ANEXO 2: Delineamento experimental.

Delineamento experimental

SO |51 |S2 |S3 |S4 |S5|S6[S7 (S8 (S9 |S10 |S11 |S12 (S13

Coleta de sangue

Teste oral de
tolerancia a glicose

v h 4
* Coleta de fezes

v Periodo de adaptagio dos v’ Eutanisia dos animais;
animais; v" Dosagem de glicemia;

v Pesagem e separagio dos v Coleta de sangue (TG e
grupos; CT, HDL colesterol e

v Administracdo das dietas; nao-HDL colesterol;

e da suplementacdo (2 mM) v Coleta dos tecidos.

Dosagem de glicemia;

¥ Coleta de sangue (TG e CT).

¥ Peso dos animais;
Monitoramento semanal v Ingestdo calorica;
v Ingestio hidrica
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