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Resumo

Ha correlagdo entre a esteatose hepética e o0 estresse oxidativo, que se
caracteriza pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e pelo
decréscimo nos niveis de moléculas antioxidantes. As mitocondrias sdo um
importante sitio de producdo de EROs, tornando-se um potencial alvo neste
processo. Este trabalho avaliou, comparativamente, parametros ndo enzimaticos do
estresse oxidativo em mitocéndrias hepaticas de camundongos obesos machos e
fémeas. A obesidade foi induzida exogenamente pela dieta de cafeteria que, uma
vez instalada, diminuiu os niveis de glutationa reduzida em machos (-41,5%) e
fémeas (-38%). Houve diferencas entre os sexos, o contetdo de GSH foi maior no
CtF (+45,91%) em comparacdo ao CtM e o CafF apresentou conteudo de GSH
superior (+54,76%) ao CafM. Foi observado uma quantidade superior de grupos tibis
(—SH) proteicos no CtM em relagdo ao CafM (+77,27%). Nas fémeas obesas, houve
aumento nos niveis de tidis (+111,26%) em relagdo aos seus controles. Machos e
fémeas tratados com a dieta de cafeteria apresentaram niveis elevados de TBARS
(+56,12% e +45,53%, respectivamente) em relagcdo aos controles. O mesmo padrao
de resposta foi obtido para proteinas carboniladas em machos e fémeas, no qual o
CafM apresentou quantidade superior ao CtM (+64,66%) e CafF apresentou
quantidade superior ao CtF (+96,83%). Os resultados indicam que a obesidade
instalada alterou os par@metros ndo enzimaticos do estresse oxidativo mitocondrial,
promovendo alteracdes nas proteinas e lipidios mitocondriais em machos e em
fémeas, o0 que pode alterar a estrutura mitocondrial, comprometendo o
funcionamento normal da organela.

Introducao

A obesidade é uma doenca que se torna cada vez mais prevalente devido aos
hébitos atuais da sociedade, e estd associada ao acumulo excessivo de lipidios no
figado e alteracbes metabdlicas que podem levar ao desenvolvimento da doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (NAFLD). O acumulo de lipidios no figado pode
gerar estresse oxidativo mitocondrial e provocar danos nesta organela,
comprometendo o metabolismo celular. Sabe-se que disfun¢gdes mitocondriais estao
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relacionadas com a progressao da NAFLD (VIAL et al.,, 2011), sendo assim, este
estudo teve como objetivo avaliar parametros nao enzimaticos do estresse oxidativo
em mitocondrias hepaticas isoladas de figados esteatéticos de camundongos
obesos machos e fémeas, tratados com dieta de cafeteria, por meio da
determinacdo do conteudo de glutationa reduzida, niveis de tidis proteicos,
determinacdo do conteudo de proteinas carboniladas e niveis de lipoperoxidacéo de
membranas.

Materiais e métodos

Camundongos Swiss machos e fémeas de 21 dias foram divididos em 4
grupos experimentais: cafeteria macho (CafM); cafeteria fémea (CafF); controle
macho (CtM) e controle fémea (CtF). Durante 14 semanas, 0s animais foram
alimentados ad libitum com dieta padrdo (controle) ou cafeteria, a qual inclui:
bolachas recheadas, chips, pacoca, salsicha, mortadela, marshmallow e refrigerante.
Mitocondrias foram isoladas por centrifugacdo diferencial em meio de manitol-
sacarose (BRACHT et al., 2003). O conteudo de GSH foi medido fluorimetricamente
usando o-ftalaldeido. A determinacdo de tidis proteicos foi realizada utilizando-se
5,5'-Ditiobis(2-Acido Nitrobenzoico). O conteldo de proteinas carboniladas foi
determinado pelo método da 2,4-dinitrofenilhidrazina. Os niveis de peroxidacéo
lipidica foram avaliados por meio da detec¢cdo de TBARS (substéncias reativas ao
acido tiobarbitarico), predominantemente malondialdeido (MDA). Para testes
estatisticos, foi utilizada analise de variancia TWO-WAY Anova e poés-teste de
Newman-Keuls (p<0,05).

Resultados e Discussao

A figura 1 mostra os resultados referentes ao conteudo mitocondrial de
glutationa reduzida (GSH) e os niveis de tidis proteicos (—SH). Observou-se uma
reducdo no conteudo de GSH nos grupos CafM (-41,5%) e CafF (-38%), quando
comparados aos seus respectivos controles. Foram encontradas diferengas entre os
sexos, ja que o conteudo de GSH foi maior no CtF (+45,91%) em comparacao ao
grupo CtM, sendo que a diferenca aparece também nos animais tratados com a
dieta de cafeteria, o CafF exibe conteddo de GSH superior (+54,76%) ao CafM. O
decréscimo no contetdo de GSH nos animais obesos pode ser reflexo da sua maior
utilizacado devido ao aumento na producdo de EROs. O GSH é importante para o
controle do estado redox celular, sua diminuicdo mitocondrial intensa favorece uma
disfuncdo na organela e até promove a morte celular (FERNANDEZ-CHECA;
KAPLOWITZ, 2005). Ainda na figura 1 observa-se que a obesidade promoveu
alteracdes em grupos tidis (—SH) proteicos, sendo que a quantidade de grupos tidis
do CtM é superior ao do CafM (+77,27%). Por outro lado, nas fémeas, a dieta de
cafeteria provocou aumento nos niveis de tidis (+111,26%) em relacdo aos seus
respectivos controles. Essa diferenca entre 0s sexos sugere que o ambiente redox
das mitocondrias hepaticas das fémeas obesas esta diferente, ja que os grupos —SH
proteicos sao importantes antioxidantes.

O resultado da quantificacao de alterac6es em lipidios e proteinas mitocondriais esta
apresentado na figura 2. Quanto aos niveis de TBARS, o grupo CafM exibiu valores
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superiores (+56,12%) aos do CtM, assim como no grupo CafF, no qual os niveis de
TBARS foram maiores (+45,53%) quando comparados ao CtF. Nao foi observado
diferencas entre 0s sexos.

O aumento nos niveis de TBARS correlaciona-se com uma maior disponibilidade de
acidos graxos, sendo, portanto, mais danoso nos figados esteatoticos.

Conteudo mitocondrial de glutationa reduzida Grupos SH na mitocéndria
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Figura 1 — Conteddo de glutationa reduzida (GSH) (n=9) e grupos SH (n=9), respectivamente. Os

dados sédo apresentados como média + erro padrdo. Asteriscos (*) indicam diferenca significativas

entre as dietas do mesmo sexo, enquanto as barras representam diferencas significativas entre os
diferentes sexos. Teste de variancia ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls (p<0,05).

Um importante problema relacionado ao aumento da lipoperoxidacdo diz respeito a
seus produtos instaveis, que reagem com outros componentes celulares (CASTRO;
GRUNE; SPECKMANN, 2016). Esses produtos podem lesionar as membranas
mitocondriais alterando o metabolismo energético da organela e comprometendo
suas funcdes. Ainda na figura 2, observou-se que o grupo CafM apresentou
quantidade de proteinas carboniladas superior ao CtM (+64,66%), bem como o
grupo CafF, que apresentou quantidade superior de proteinas carboniladas
(+96,83%) comparado ao CtF. Nao houve diferenca entre os sexos.

Contetido mitocondrial hepatico de TBARS Grupos CARBONIL na mitocéndria
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Figura 2 — Niveis de peroxidacéo lipidica (n = 10) e conteudo de proteinas carboniladas (n = 8),
respectivamente. Os dados sédo apresentados como média + erro padrdo. Asteriscos (*) indicam
diferenca significativas entre as dietas do mesmo sexo, enquanto as barras representam diferencas
significativas entre os diferentes sexos. Teste de variancia ANOVA seguido do pés-teste de Newman-
Keuls (p<0,05).
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A carbonilacdo de proteinas, expressivamente superior nos animais submetidos a
dieta de cafeteria, pode provocar alteragcdes na funcdo das mesmas, como por
exemplo a perda na atividade de proteinas ligadas a resposta antioxidante (CURTIS
et al., 2010), o que comprometeria a neutralizacdo enzimatica de espécies reativas
de oxigénio.

Conclusodes

A obesidade causada pela dieta de cafeteria levou a alteracdo de diferentes
parametros ndo enzimaticos do estresse oxidativo. O contetudo superior de GSH e
de grupos —SH proteicos nas fémeas obesas, quando comparadas aos machos
obesos, pode indicar um ambiente mais afetado pelo estresse oxidativo nesse sexo.
Além disso, a obesidade também promoveu alteracdes nas proteinas mitocondriais e
nos lipidios de membrana, tanto em machos quanto em fémeas.
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