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RESUMO 

 

FARIA, Regina Viana de Carvalho. Efeito da administração de ativadores do Nrf2 no 

reparo tecidual de camundongos obesos. 2023. 55 f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

A obesidade é o acúmulo excessivo de gordura no corpo devido ao excesso de 

nutrientes. Essa condição leva a alterações fisiológicas que comprometem o reparo de lesões. 

A ativação da via do fator 2 relacionado ao fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) pode melhorar e 

acelerar a cicatrização dessas lesões. Entretanto são necessários mais estudos para entender a 

relação entre essa via e o reparo de lesões. O objetivo desse projeto foi avaliar o efeito da 

ativação do Nrf2 por meio dos ativadores hidroxitirosol (HT) e dimetil fumarato (DMF) em 

animais obesos. Camundongos C57BL/6 machos foram alimentados diariamente com uma 

dieta AIN-93M controle ou uma dieta hiperlipídica (50% de energia de lipídios). Após 10 

semanas, os animais foram tratados intraperitonealmente com HT (1 mg/Kg) e DMF (10 

mg/Kg). Após 11 semanas foram criadas duas lesões excisionais totais no dorso dos animais. 

Após 8 dias de lesão, as cicatrizes foram coletadas. Após 10 ou 12 semanas de administração 

das dietas, o grupo obeso ou obeso+veículo apresentou um aumento significativo na massa 

corporal, na quantidade de gordura epididimária, no diâmetro dos adipócitos e na intolerância 

à glicose quando comparado ao grupo controle ou controle+veículo. A administração de DMF, 

mas não de HT, reduziu a massa corporal dos animais obesos quando comparado aos grupos 

controles (controle+veículo e obeso+veículo) após 12 semanas de dieta. Houve uma redução 

significativa no diâmetro dos adipócitos nos grupos obeso+HT e obeso+DMF após 12 semanas. 

Entretanto, não houve redução na quantidade de gordura epididimária em ambos os grupos após 

12 semanas. A administração de HT ou DMF não alterou os efeitos de uma dieta hiperlipídica 

sobre a intolerância à glicose, mas apenas a administração de DMF reduziu os níveis séricos de 

glicose. A adminsitração de uma dieta hiperlipídica aumentou os níveis séricos de insulina, 

triglicerídeos, colesterol e HDL colesterol após 12 semanas. A administração de HT ou DMF 

reduziu os níveis de insulina, colesterol e HDL colesterol, mas apenas a administração de HT 

reduziu os níveis de triglicerídeos em animais obesos após 12 semanas. A administração de 

uma dieta hiperlipídica induziu uma esteatose no fígado dos animais após 12 semanas, e o 

tratamento com os ativadores de Nrf2 não reverteu esse efeito. Contudo, a administração de HT 

ou DMF reduziu os níveis de mRNA de genes associados a lipogênese no fígado de animais 

alimentados com uma dieta hiperlipídica. O grupo obeso+veículo apresentou um aumento na 

área da lesão e uma redução na área re-epitelizada  quando comparado ao grupo 

controle+veículo após 8 dias (12 semanas de dieta). A administração de HT ou DMF acelerou 

o fechamento das lesões cutâneas e a sua re-epitelização quando comparado aos grupos 

controle+veículo e obeso+veículo após 8 dias de lesão (12 semanas de dieta). O grupo 

obeso+veículo apresentou uma redução no conteúdo de fibras colágenas quando comparado ao 

grupo controle+veículo após 8 dias de lesão (12 semanas de dieta). Contudo, a administração 

de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipídica sobre a deposição de colágeno quando 

comparado aos grupos controle. O tratamento com HT ou DMF promoveu a translocação e a 

ligação do Nrf2 ao DNA em lesões cutâneas de animais obesos após 8 dias de lesão (12 semanas 

de dieta). Além disto, a administração de HT ou DMF reduziu a produção de espécies reativas 

de oxigênio e a peroxidação lipídica na lesão de animais obesos após 8 dias (12 semanas de 

dieta). Em conclusão, a administração de HT ou DMF promoveu o reparo de lesões cutâneas e 

atenuou alguns parâmetros obesogênicos. 

 

Palavras-chave: obesidade; reparo tecidual; Nrf2. 



ABSTRACT 

 

FARIA, Regina Viana de Carvalho. Effect of administration of Nrf2 activators in tissue repair 

of obese mice. 2023. 55 f. Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2023. 

 

Obesity is the excessive accumulation of fat in the body due to excess nutrients. This 

condition leads to physiological changes that compromise injury repair. Activation of the 

nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) pathway can improve and accelerate the 

healing of these injuries. However, more studies are needed to understand the relationship 

between this pathway and injury repair. The objective of this project was to evaluate the effect 

of Nrf2 activation through the activators hydroxytyrosol (HT) and dimethyl fumarate (DMF) in 

obese animals. Male C57BL/6 mice were fed daily with a control AIN-93M diet or a high-fat 

diet (50% energy from lipids). After 10 weeks, the animals were treated intraperitoneally with 

HT (1 mg/kg) and DMF (10 mg/kg). After 11 weeks, two total excisional lesions were created 

on the animals' backs. After 8 days of injury, the scars were collected. After 10 or 12 weeks of 

administration of the diets, the obese or obese+vehicle group showed a significant increase in 

body mass, the amount of epididymal fat, adipocyte diameter and glucose intolerance when 

compared to the control or control+vehicle group. Administration of DMF, but not HT, reduced 

the body mass of obese animals when compared to control groups (control+vehicle and 

obese+vehicle) after 12 weeks of diet. There was a significant reduction in adipocyte diameter 

in the obese+HT and obese+DMF groups after 12 weeks. However, there was no reduction in 

the amount of epididymal fat in both groups after 12 weeks. The administration of HT or DMF 

did not alter the effects of a high-fat diet on glucose intolerance, but only the administration of 

DMF reduced serum glucose levels. Administration of a high-fat diet increased serum levels of 

insulin, triglycerides, cholesterol and HDL cholesterol after 12 weeks. Administration of a high-

fat diet induced steatosis in the animals' liver after 12 weeks, and treatment with Nrf2 activators 

did not reverse this effect. However, administration of HT or DMF reduced the mRNA levels 

of genes associated with lipogenesis in the liver of animals fed a high-fat diet. The 

obese+vehicle group showed an increase in the lesion area and a reduction in the re-

epithelialized area when compared to the control+vehicle group after 8 days (12 weeks of diet). 

The administration of HT or DMF accelerated the closure of skin lesions and their re-

epithelialization when compared to the control+vehicle and obese+vehicle groups after 8 days 

of injury (12 weeks of diet). The obese+vehicle group showed a reduction in collagen fiber 

content when compared to the control+vehicle group after 8 days of injury (12 weeks of diet). 

However, the administration of HT or DMF reversed the effect of the high-fat diet on collagen 

deposition when compared to the control groups. Treatment with HT or DMF promoted the 

translocation and binding of Nrf2 to DNA in skin lesions of obese animals after 8 days of injury 

(12 weeks on diet). Furthermore, the administration of HT or DMF reduced the production of 

reactive oxygen species and lipid peroxidation in the lesion of obese animals after 8 days (12 

weeks of diet). In conclusion, the administration of HT or DMF promoted the repair of skin 

lesions and attenuated some obesogenic parameters. 

 

Keywords: obesity; tissue repair; Nrf2 
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INTRODUÇÃO  

 

 

A obesidade é definida com um acúmulo excessivo ou anormal de tecido adiposo que 

causa um risco à saúde. Atualmente, uma pessoa com índice de massa corpórea (IMC) igual ou 

maior a 30 é considerada obesa (DEHGHAN; AKHTAR-DANESH; MERCHANT, 2005). A 

obesidade é uma doença multifatorial, mas ela está primariamente associada ao balanço 

energético positivo, falta de atividade física e hábitos alimentares não saudáveis (LIFSHITZ; 

LIFSHITZ, 2014). A obesidade é o principal fator de risco de diversas doenças crônicas como 

doenças cardiovasculares, hipertensão, acidente vascular encefálico, diabetes, disfunção renal 

e certos cânceres. Além disso, a obesidade altera a fisiologia da pele comprometendo o reparo 

de lesões cutâneas. Em ratos, a indução da obesidade através da administração de uma dieta 

hiperlipídica aumenta a resposta inflamatória que compromete o fechamento de lesões cutâneas 

(ROSA et al., 2018). O nosso grupo demonstrou que a obesidade através da administração de 

uma dieta hiperlipídica causa um aumento na resposta inflamatória (como excessiva infiltração 

de neutrófilos e macrófagos, síntese exacerbada de citocinas pró-inflamatórias e formação de 

lipídeos peroxidados e proteínas carboniladas) que comprometem o fechamento de lesões 

cutâneas em ratos e camundongo (NASCIMENTO et al., 2006)(PAULINO DO 

NASCIMENTO et al., 2011) (OTRANTO et al., 2013). Poucos trabalhos propõem alvos 

terapêuticos que revertam ou atenuem os efeitos da obesidade no reparo de lesões cutâneas. 

Vêm sendo demonstrado que a ativação do fator 2 relacionado ao fator nuclear eritróide 2 (Nrf2) 

através da administração de compostos derivados de produtos naturais como o hidroxitirosol 

(HT) pode ser uma boa alternativa no tratamento de lesões comprometidas devido ao aumento 

do dano oxidativo (PENG et al., 2015). O HT é o principal polifenol presente no óleo de oliva 

extra virgem e possui um efeito protetor contra o dano oxidativo em culturas de fibroblastos 

dérmicos e células da medula da adrenal devida a sua capacidade de ativar o Nrf2 (PENG et al., 

2015) (RIBEIRO et al., 2023). Além disto, a suplementação da dieta com 5 mg de HT é capaz 

de reduzir o dano oxidativo no tecido adiposo unilocular de camundongos alimentados com 

uma dieta hiperlipídica através do aumento da ativação do Nrf2 (ILLESCA et al., 2019). Outro 

promissor alvo terapêutico é o dimetil fumarato (DMF) que também é capaz de estimular a 

ativação do Nrf2 e a produção de enzimas antioxidantes e proteínas detoxificantes (JASOLIYA 

et al., 2019) (BLAIR, 2018). O DMF é capaz de atenuar a inflamação e o dano oxidativo em 

doenças inflamatórias crônicas, como a esclerose múltipla e psoríase (BLAIR, 2018). 
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1 OBESIDADE 

 

 

A obesidade é definida como o acúmulo excessivo de gordura ou a distribuição anormal 

de gordura pelo corpo (PEREZ-CAMPOS MAYORAL et al., 2019). Uma pessoa com IMC 

maior que 30 é considerada obesa (CABALLERO, 2019) No Brasil, a prevalência de obesos 

adultos foi de 26,8% em 2019 (IBGE, 2019), e de acordo com a World Obesity Federation 

(WORLD OBESITY ATLAS, 2023), a prevalência de indivíduos adultos obesos será de 45% 

em 2035 no Brasil. Isso causará um impacto econômico de mais de 75 milhões de dólares para 

seu o tratamento. A obesidade aumenta a mortalidade e as chances de desenvolvimento de 

outras doenças como: diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares, hiperlipidemia, hipertensão e 

esteatose hepática não alcoólica (PICHÉ; TCHERNOF; DESPRÉS, 2020). 

A obesidade é um problema de saúde pública onde devem ser propostos tratamentos 

para o seu controle. O aumento de casos está relacionado ao grande número de oferta de 

alimentos ultraprocessados (SWINBURN; SACKS; RAVUSSIN, 2009) e baixos níveis de 

esforço e atividade física na sociedade (CHURCH et al., 2011). Além disso, o período de 2020 

a 2022 foi caracterizado por restrições e “lockdowns” que piorou a qualidade da dieta e 

aumentou o sedentarismo. Isto indica que a pandemia causada pelo novo coronavírus (SARS-

CoV-2) agravou a epidemia da obesidade (WORLD OBESITY ATLAS, 2023). 

Os tratamentos propõem dietas, programas de atividades físicas, medicamentos e 

cirurgias. Sabe-se que uma perda de 5% a 10% de massa corporal é suficiente para mitigar a 

chance do desenvolvimento de diabetes ou doenças cardiovasculares em humanos (HAMMAN 

et al., 2006) (LEBLANC et al., 2011). Entretanto, dados clínicos demonstram que 26,65% dos 

pacientes pós-bariátricos submetidos a cirurgias plásticas reparadoras (como abdominoplastia 

e mastoplastia) apresentam complicações na cicatrização cutânea (CORRÊA ROSA, 2018). 
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2 REPARO TECIDUAL NORMAL 

 

 

O reparo tecidual é um processo dinâmico que inclui quatro estágios: homeostase, 

inflamação, proliferação e remodelação. Para um reparo eficiente, todas essas fases devem 

ocorrer em sequência e tempos corretos. Os principais eventos que caracterizam um reparo ideal 

são uma rápida homeostase, inflamação controlada, proliferação, migração de células para a 

área lesionada, re-epitelização, síntese e remodelamento das fibras colágenas que serão 

responsáveis pela resistência do novo tecido (WILKINSON; HARDMAN, 2020)  

Na fase de homeostase, os vasos sanguíneos lesionados contraem e há a formação de 

coágulos que permitem a proteção do tecido lesionado. O coágulo é formado por uma agregação 

de plaquetas em uma rede de fibrina. Essa rede garante a homeostase, impede a entrada de 

microorganismos e organiza uma matriz celular temporária que permite a migração celular e 

posterior síntese de fibras colágenas (TALBOTT et al., 2022). 

A fase inflamatória é caracterizada pelo grande influxo de neutrófilos nas primeiras 24 

horas coincidindo com sintomas de inflamação, como edema e eritema na lesão (GURTNER et 

al., 2008). Essas células expressam citocinas inflamatórias como a interleucina-1β (IL-1β), 

fatores de crescimento como o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e espécies reativas de 

oxigênio (ROS) que recrutam ainda mais neutrófilos para a área lesionada. Isso permite a 

destruição da rede de fibrina e expressão de moléculas de adesão que possibilitarão a aderência 

e direcionamento dos fibroblastos para o local da injúria nas próximas fases do reparo (EMING; 

KRIEG; DAVIDSON, 2007). 

A fase de proliferação inclui angiogênese, fibroplasia e re-epitelização. A angiogênese 

envolve a produção de novos vasos sanguíneos a partir de vasos colaterais através do processo 

de germinação ou divisão celular, garantindo o transporte de nutrientes e oxigênio para o tecido. 

A fibroplasia inicia-se com a degradação da matriz de fibrina pelos fibroblastos sintetizando 

metaloproteinases que substituirão a matriz extracelular por colágeno tipo I, II, III e IV, 

glicoproteínas, ácido hialurônico e glicosaminoglicanos. Dentre elas está a tenacina-C que 

possui o importante papel de controlar a migração dos fibroblastos na formação da nova matriz. 

Estudos in vitro demonstraram que fragmentos específicos da tenascina C inibem a migração 

de fibroblastos (TREBAU; CHAN; MIDWOOD, 2007). Essa nova matriz formada permite o 

suporte e a migração de mais fibroblastos, que ao chegarem à área lesionada se diferenciam em 

miofibroblastos (MORETTI et al., 2022) Essas novas células são caracterizadas pela expressão 

de α-actina de músculo liso (α-SMA) que possibilita o fechamento da lesão (MORETTI et al., 
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2022). Ainda na fase de proliferação, as fibras colágenas também são sintetizadas na matriz 

extracelular pelos fibroblastos e miofibroblastos. Inicialmente elas são formadas em sua 

maioria pelo colágeno tipo III, fibronectina e ácido hialurônico. Então, a fibra é degradada e 

substituída por colágeno tipo I com maior força tensil remodelando a matriz extracelular e 

alterando sua estrutura tridimensional e densidade (WILKINSON; HARDMAN, 2020) 

(MORETTI et al., 2022). 

A fase de remodelação é responsável pelo fechamento da lesão e substituição do tecido 

afetado pelo original. A superfície da lesão é recoberta por uma camada de queratinócitos e é 

restabelecida uma nova camada estratificada com lâmina basal subjacente (WILKINSON; 

HARDMAN, 2020). A sua principal característica é o aumento da deposição de colágeno tipo 

I de forma organizada, aumento da densidade das fibras de colágeno, degradação do ácido 

hialurônico e fibronectina. Nesta fase, as fibras colágenas conseguem alcançar até 80% da força 

do tecido original, porém nunca alcançam a força máxima de um tecido não lesionado 

(VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ; 2009).  
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3 TECIDO ADIPOSO 

 

 

O tecido adiposo branco é o maior tecido de depósito de gordura que secreta adipocinas 

e citocinas. As adipocinas estão envolvidas em cascatas de sinalização e metabolização 

regulando a sinalização de insulina, ácidos graxos e captação de glicose (AHIMA; LAZAR, 

2008). As citocinas regulam o processo de inflamação no reparo tecidual normal contribuindo 

para a sinalização celular, migração e síntese de fatores de crescimento. 

A obesidade influencia o fenótipo do tecido adiposo branco. O consumo excessivo de 

nutrientes acumula nos depósitos viscerais e subcutâneos, de forma que os adipócitos sofram 

hiperplasia (aumento do número de células) e hipertrofia (aumento do tamanho celular) 

(UNAMUNO et al., 2018). Isto causa uma síntese em excesso de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1, TNF-α e interleucina-6 (IL-6) (MORETTI et al., 2022). Essas citocinas 

contribuem para a infiltração excessiva de macrófagos, na promoção de um perfil M1 de 

macrófagos (pró-inflamatório) e no aumento de células do sistema imunológico. O aumento de 

células diminui a vascularização tecidual desencadeando hipóxia, fibrose tecidual e morte de 

adipócitos (UNAMUNO et al., 2018).  

A síntese prolongada de citocinas como o TNF-α causa a desfosforilação dos receptores 

de insulina levando a resistência à insulina pelo indivíduo. Altos níveis de glicose aumentam a 

geração intracelular de ROS via NADPH oxidase levando a peroxidação lipídica em adipócitos, 

fígado e músculo esquelético em humanos. Além disso, altos níveis de ROS promovem a 

ativação de vias como a do fator nuclear kappa B (NF-kB) que elevam ainda mais a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021).  

O aumento de depósitos no tecido adiposo branco, inicialmente, aumenta a sua atividade 

metabólica causando estresse oxidativo. O excesso de lipídios promove um aumento contínuo 

da produção mitocondrial de ROS. Uma vez não neutralizados por mecanismos enzimáticos 

como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx), ocorrem 

alterações nos níveis celulares e moleculares complicando ainda mais o contexto da obesidade 

(D'ALESSANDRO et al., 2015). 

O estresse do retículo endoplasmático foi indicado como fator chave para a obesidade 

associada à disfunção metabólica. Com o alto consumo, nutrientes e lipídios são acumulados 

no retículo endoplasmático resultando no estresse da organela e inflamação crônica no tecido 

adiposo e fígado de camundongos (KAWASAKI et al., 2012). Além disso, a hiperglicemia 
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também promove o estresse do retículo endoplasmático em hepatócitos e aumenta o acúmulo 

de lipídios no fígado (ALHUSAINI et al., 2012). 
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4 REPARO TECIDUAL NA OBESIDADE 

 

 

A obesidade envolve diversos distúrbios metabólicos, dentre eles a hipertensão, 

hiperlipidemia, diabetes e esteatose hepática não alcoólica. Essas condições dificultam o reparo 

tecidual, prolongando a fase inflamatória e postergando a contração da lesão, re-epitelização e 

formação do tecido de granulação (NASCIMENTO; COSTA, 2006). O aumento dos adipócitos 

no indivíduo obeso não acompanha um aumento adequado do número de vasos sanguíneos. 

Esse cenário resulta em diminuição de oxigênio disponível e morte celular com liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e mais infiltração de macrófagos, neutrófilos e células de defesa. 

Esse longo processo inflamatório pode atrasar a diferenciação de miofibroblastos postergando 

o fechamento de lesões (NASCIMENTO; COSTA, 2006). 

A inflamação crônica causada pela obesidade com altos níveis séricos de IL-6, TNF-  

e proteína C reativa (COPPACK, 2001) leva lesões já fechadas a terem características crônicas. 

Foram encontrados leucócitos polimorfonucleares, miofibroblatos e diminuição na densidade 

de fibras colágenas mesmo após 21 dias da lesão (NASCIMENTO; COSTA, 2006) 

(NASCIMENTO et al, 2011) (OTRANTO et al, 2013). 
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5 VIA DO Nrf2 

 

 

Em resposta ao dano oxidativo, as células possuem diferentes mecanismos para regular 

a quantidade de ROS. Em condições basais, o Nrf2 é inibido pelo kelch like ECH associated 

protein 1 (Keap1) presente no citoplasma celular. O Keap1 está ligado a um complexo de 

ubequitinas RING-box protein 1 (Rbx1) que impede a ativação da via do Nrf2 (BUENDIA et 

al., 2016). 

Em condições de estresse celular, moléculas como ROS modificam a estrutura 

conformacional da Keap1 com a liberação do Nrf2 que é imediatamente translocado para o 

núcleo. Logo após, o Nrf2 forma um complexo com proteínas MAF ou JUN que se ligam à área 

promotora da síntese de elementos de resposta anti-oxidante (ARE) (BUENDIA et al., 2016). 

Essas proteínas controlam a produção de enzimas antioxidantes e proteínas detoxificantes, 

como NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 (NQO1), heme oxigenase-1 (HO-1), SOD, CAT e 

GPx (JASOLIYA et al., 2019). Com base no papel antioxidante (ou anti-inflamtório) do Nrf2 

é possível que a ativação desta via seja capaz de melhorar a cicatrização em indivíduos obsesos.  
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6 HIDROXITIROSOL E DIMETIL FUMARATO 

 

 

O óleo de oliva extra virgem é composto em sua maior fração (85-75%) por ácido oleico. 

A menor fração é composta por componentes fenólicos com propriedade antioxidantes como o 

HT. Sua capacidade antioxidante está relacionada a doação de átomos de hidrogênio pelo o seu 

grupamento catecol que melhora a estabilidade de átomos de radicais livres. Isto permite a 

formação de uma ligação de hidrogênio intramolecular entre os hidrogênios livres do seus 

grupos hidroxila e seus radicias fonoxila, conseguindo inativar radicais livres por meio de sua 

estrutura. Além disso, o HT é capaz de modular e ativar vias antioxidantes como a do Nrf2 que 

produz enzimas com efeitos antioxidantes (ECHEVERRÍA et al., 2017). 

A suplementação com HT melhora alterações morfológicas dos adipócitos diminuindo 

sua hipertrofia e consequentemente, diminuindo níveis séricos de triglicerídeos. Além disso, 

camundongos suplementados com HT apresentam uma expressão reduzida de TNF- e IL-6, 

indicando uma propriedade anti-inflamatória ao reduzir a ativação da via do NF-B, assim 

reduzindo os níveis de citocinas inflamatórias (ILLESCA et al., 2019). 

O DMF é um éster de ácido fumárico. Esse composto é muito utilizado para o tratamento 

da esclerose múltipla e psoríase (BLAIR et al., 2018). O seu principal mecanismo é a redução 

do estresse oxidativo nos tecidos através da ativação da via do Nrf2 e redução da inflamação 

através da inibição da via do NF-B. A ativação da via do NF-B é controlada pelo seu inibidor 

IkB que impede a síntese de citonas inflamatórias como a TNF-, IL-1 e IL-6. O fator de 

transcrição Nrf2 inibe a ubiquitinização do IkB impedindo a síntese de citocinas inflamatórias. 

O DMF foi capaz de reduzir a inflamação e o dano oxidativo em ratos com hiperfusão cerebral 

crônica (YAN et al., 2021). 

Com base nas ações anti-inflamátorias/antioxidantes do HT e do DMF mediadas pela 

modulação da via Nrf2 é possível que esses agentes tenham o potencial de mehorar o processo 

de cicatrização em obsesos. Contudo, até o momento ainda não existem estudos que suportem 

esta hipótese. 
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7 OBJETIVOS 

 

 

Avaliar o efeito terapêutico da ativação do Nrf2 através da administração de HT ou 

DMF no reparo cutâneo de camundongos submetidos a uma dieta hiperlipídica. 

 

 

7.1 Objetivos específicos 

a) Avaliar se a administração de ativadores do Nrf2 pode acelerar a cicatrização de 

lesões cutâneas promovendo o seu fechamento, re-epitalização e deposição de colágeno em 

camundongos submetidos a uma dieta hiperlipídica; 

b) Avaliar se a administração de ativadores do Nrf2 pode reduzir o dano oxidativo em 

lipídeos e a produção de ROS em lesões cutâneas de camundongos submetidos a uma dieta 

hiperlipídica; 

c) Confimar se a administração de ativadores do Nrf2 pode promover a translocação e 

a ligação do Nrf2 ao DNA em lesões cutâneas de camundongos submetidos a uma dieta 

hiperlipídica; 

d) Avaliar se a administração dos ativadores do Nrf2 pode atenuar os parâmetros 

associados a obesidade em camundongos alimentados com uma dieta hiperlipídica como: 

tolerância à glicose, hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperglicemia, 

esteatose hepática e aumento na quantidade de tecido adiposo branco, níveis de insulina e de 

massa corporal. 
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8 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

8.1 Animais, dieta e tratamento 

 

 

O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA-IBRAG-UERJ (nº 012/2020). 

Camundongos da linhagem C57Bl/6, machos, 12 semanas, foram acondicionados em grupos 

de 3-5 animais por caixa, com livre acesso a dieta e água filtrada. Inicialmente, os animais 

foram divididos aleatoriamente em dois grupos e alimentados com duas diferentes dietas: uma 

dieta controle com 14% de energia derivada de proteínas, 76% de energia derivada de 

carboidratos e 10% de lipídeos; uma dieta hiperlipídica contendo 14% de energia derivada de 

proteínas, 36% de energia derivada de carboidratos e 50% de energia derivada de lipídeos 

(Tabela 1). A administração dessas dietas foi mantida até o final do experimento. Estas dietas 

foram consistentes com as recomendações do American Institute of Nutrition para manutenção 

de roedores adultos (AIN-93M) (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993) 

 

 

Tabela 1 – Composição das dietas segundo recomendação da AIN-93M 

Componente Controle (%) Hiperlipídico (%) 

Amido de Milho 46,57 23,27 

Caseina 14,00 17,50 

Amido Dextrinizado 15,50 11,50 

Sacarose 10,00 10,00 

Óleo de Soja 4,00 4,00 

Banha - 23,80 

Celulose Microcristalina 5,00 5,00 

Mix Mineral AIN-93M 3,50 3,50 

Mix Vit AIN-93 1,00 1,00 

L cistina 0,18 0,18 

Bitartarato de colina 0,25 0,25 

BHA 0,0008 0,006 

Legenda: BHA, beta-hidroxiácidos. 

Fonte: Pragsoluções Biociências, São Paulo, Brasil. 

 

 

Após 10 semanas de administração das dietas controle e hiperlipídica, os animais foram 

divididos em seis grupos: grupo controle+salina, grupo obeso+salina, grupo controle+HT, 

grupo obeso+HT, grupo controle+DMF, e grupo obeso+DMF. 
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A administração intraperitoneal de DMF ou HT iniciou-se na décima semana e se 

manteve diariamente até a coleta das amostras. A dose de DMF (10 mg/Kg) foi escolhida devido 

a sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo em camundongos. A dose de HT (1 mg/Kg) 

foi calculada com base na dose diária recomendada pelo painel da European Food Safety 

Authority para humanos.  

Os animais foram pesados semanalmente até o final do experimento para a massa 

corporal. 

 

 

8.2 Lesão excisional total 

 

 

Após 11 semanas da administração das dietas, os animais foram anestesiados com 

cetamina (100 mg/Kg, via intraperitoneal) e xilazina (10 mg/Kg, via intraperitoneal). O pelo do 

dorso dos animais foi removido e limpo com álcool isopropílico, em seguida, duas lesões 

excisionais totais com 6 mm de diâmetro foram criadas no dorso dos animais expondo o tecido 

muscular. A lesão não foi suturada ou coberta com curativo e cicatrizou-se por segunda intenção 

(AMADEU;COSTA, 2006). As lesões foram fotografadas no dia da sua realização e após 3 e 

8 dias para acompanhar o seu fechamento. 

 

 

8.3 Análise macroscópica 

 

 

Para avaliar o fechamento da lesão, a área total foi medida nas imagens capturadas no 

dia de sua realização (dia zero) e após 3 e 8 dias com o auxílio do software Image J (National 

Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os resultados do fechamento da lesão foram 

expressos pela percentagem da área lesada original. 

 

 

8.4 Teste oral de tolerância à glicose 
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No início do experimento (semana 0) e após 10 e 12 semanas de dieta foi realizado o 

teste oral de tolerância à glicose. Para isto, os animais foram submetidos a 6-8 horas de jejum 

antes do teste. Em seguida, os níveis séricos de glicose foram medidos com auxílio de 

glicosímetro (Accu-Chek Active; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) (0 minutos). 

Posteriormente, os animais foram tratados com uma solução hipertônica de glicose a 25% por 

gavagem com uma dose de 1 g/Kg de peso corporal e os níveis séricos de glicose foram medidos 

com auxílio de glicosímetro (Accu-Chek Active) após 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. A área sob 

a curva foi calculada (CAO KEL, et al. 2014). 

 

 

8.5 Coleta das amostras 

 

 

Após 8 dias de lesão os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/Kg, via 

intraperitoneal) e xilazina (10 mg/Kg, via intraperitoneal) e, uma hora após, foram eutanasiados. 

O sangue periférico foi coletado, e o soro separado e congelado a -80°C. Cinco a sete cicatrizes 

por grupo foram fixadas em formalina tamponada (pH 7,2), processadas e incluídas em parafina 

para análises histológicas. Três cicatrizes por grupo foram congeladas a -80ºC para dosagem de 

hidroxiprolina. O fígado também foi coletado e pesado e fixado em formalina tamponada (pH 

7,2) para avaliar a formação de esteatose. Alguns fragmentos do fígado (três por grupo) foram 

embebidos em RNALater (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) para a extração de RNA. 

Além disto, a gordura epididimária foi coletada, pesada com o auxílio de balança analítica 

(OHAUS, Tamboré, Brasil) e alguns fragmentos foram fixados em formalina tamponada (pH 

7,2) para análise histológica. O peso da gordura epididimária foi corrigido pelo comprimento 

da tíbia (YIN et al., 1982). 

 

 

8.6 Análises histológicas 

 

 

Após a fixação, os tecidos coletados foram processados para microscopia de luz. Para 

isto, eles foram desidratados com crescentes concentrações de álcool etílico, embebidos em 

parafina e seccionados.  
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Para medir a re-epitelização, os cortes histológicos (5 m) foram corados com 

hematoxilina e eosina e posteriormente digitalizados com o auxílio de escâner de lâminas 

(3Dhistech Ltd., Budapeste, Hungria). Os cortes digitalizados foram analizados com o software 

de imagem Pannoramic Viewer (3DHISTECH Ltd.) que foi previamente calibrado usando uma 

escala. A área não re-epitelializada foi definida como a distância entre extremidades de línguas 

epiteliais migratórias. A largura total do tecido de granulação foi definida como a distância 

entre as margens das lesões. A área re-epitelizada foi estimada através da diferença entre a 

largura total do tecido de granulação e área não re-epitelizada (SAGUIE et al., 2017) 

(DONATO-TRANCOSO et al., 2023). 

Para avaliar o conteúdo de fibras colágenas, os cortes histológicos (5 m) foram corados 

com vemelho de Picrosirius. Em seguida, imagens foram capturadas com o auxílio de um 

sistema de videomicroscopia com luz polarizada. As fibras colágenas avermelhadas, 

amareladas e esverdeadas foram medidas com o auxílio do software ImageJ (Hiebert et al., 

2018). 

Para avaliar o diâmetro dos adipócitos do tecido epidimário, cortes histológicos (5 m) 

foram corados com hematoxilina e eosina. Em seguida imagens foram capturadas com o auxílio 

de um sistema de videomicroscopia com luz branca. O maior e o menor diâmetro de 10 

adipócitos por imagem foram medidos com o auxílio de software de imagens. 

Para avaliar a formação de esteatose hepática, cortes histológicos do fígado (5 m) 

foram corados com hematoxilina e eosina e o acúmulo de gotículas lipídicas nos hepatócitos 

foi estimada com um sistema teste de 42 pontos e sistema de videomicroscopia com luz branca 

(BARROSO et al., 2017). 

 

 

8.7 Análises bioquímicas 

 

 

Os níveis sorológicos de insulina foram medidos por ELISA utilizando um kit comercial 

(Thermo Scientific, Waltham, MS, EUA). Além disto, os níveis sorológicos de colesterol, 

triglicerídeos e HDL colesterol totais foram medidos através de kits comerciais (Bioclin, Belo 

Horizonte, Brasil). 

Para avaliar a deposição de colágeno os níveis de hidroxiprolina foram quantificados. 

Fragmentos congelados das cicatrizes foram desidratados e os lipídeos foram removidos com 
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auxílio de solventes orgânicos. Em seguida, as amostras foram secas, pesadas, hidrolisadas em 

ácido clorídrico 6N e neutralizadas em hidróxido de sódio 6N (Proquimios, Rio de Janeiro, 

Brasil). O conteúdo de hidroxiprolina nas amostras foi medido como previamente descrito 

(WOESSNER, 1961). Os resultados foram expressos em nanogramas de hidroxiprolina por 

miligrama de tecido. 

Fragmentos congelados de cicatrizes foram macerados em tampão RIPA e os níveis 

totais de proteínas foram estimados com o auxílio de um kit comercial baseado na reação com 

ácido bincincônico (Thermo Scientific). Os níveis de lipideos peroxidados foram medidos no 

lisado tecidual a partir do método de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

conforme descrito anteriormente (DRAPER; HADLEY, 1990). Os resultados foram expressos 

em µM de malondialdeído por mg total de proteína. A produção de ROS também foi medida 

no lisado tecidual através de um ensaio colorimétrico baseado na reação do sal azul 

nitrotetrazalium com espécies reativas de oxigênio conforme descrito anteriormente (CHOI et 

al., 2006). 

 

 

8.8 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) 

 

 

A expressão gênica de mediadores envolvidos na lipogênese (sterol regulatory element 

binding transcription factor 1 [SREBP1], stearoyl-CoA desaturase 1 [SCD1], acetyl-CoA 

carboxylase 1 [ACC1] e ácido graxo sintase [FAS]) foi estimada no fígado (Tabela 2). Os dados 

foram normalizados com a expressão de GAPDH. A quantificação relativa da expressão gênica 

foi realizada utilizando o StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, 

MS, EUA). O método de quantificação usado foi o SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems). Para isto, o cDNA foi obtido a partir do RNA total das amostras utilizando o High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). 

 

 

Tabela 2 – Primers utilizados no qRT-PCR 
Nome Alvo Primer senso  Primer anti-senso 

Acetyl-CoA carboxylase 1 

(ACC1) 

Mouse 5'-

ACATTCCGAGCAAGGGA

TAAG-3' 

5'-

GGGATGGCAGTAAGG

TCAAA-3' 

Fatty acid synthase (FAS) Mouse 5'-

AGACCCGAACTCCAAGTT

ATTC-3' 

5'-

GCAGCTCCTTGTATAC

TTCTCC-3' 
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Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase  

(GAPDH) 

Mouse 5’-

AACAGCAACTCCCACTCT

TC-3’ 

5’-

CCTGTTGCTGTAGCCG

TATT-3’ 

Sterol regulatory element-

binding protein 1 (SREBP1) 

Mouse 5'-

CATCGACTACATCCGCTT

CTT-3' 

5'-

CACCAGGTCCTTCAGT

GATTT-3’ 

Stearoyl-CoA desaturase 1 

(SCD1) 

Mouse 5'-

AGAGAGAGAGAGAGAGA

GAGAGA-3' 

5'-

GGTTCAGAGGATGGA

CAGAAAG-3' 

Legenda: Todos os primers foram fornecidos por Integrated DNA Technologies IDT (Coralville, IA, EUA). 

Fonte: A Autora, 2023. 

 

 

8.9 Ativação da via do Nrf2 

 

 

Para estimar a ativação do Nrf2, o extrato nuclear foi obtido utilizando um kit comercial 

(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instruções do fabricante. A 

atividade do Nrf2 foi subsequentemente determinada usando um kit Nrf2 Transcription Factor 

Assay (Cayman Chemical Company), que é um método sensível e não radioativo para detectar 

atividade de ligação de DNA de fator de transcrição específico em extratos nucleares, seguindo 

as instruções do fabricante (RIBEIRO et al, 2023). 

 

 

8.10 Análise estatística 

 

 

Em todos os experimentos, os dados foram expressos como média e desvio padrão. A 

normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. A comparação dos 

dados de três ou mais grupos foi realizada através de one-way ANOVA seguida pelo pós-teste 

de Bonferroni. Para a análise estatística foi utilizado o software GraphPad Prism 9 (GraphPad 

Software, Boston, MA, EUA). Valores de p<0,05 foram considerados significativos. 
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9 RESULTADOS 

 

 

9.1 Massa corporal 

 

 

Após 10 semanas da administração das dietas foi observado um aumento significativo 

da média da massa corporal do grupo obeso (Figura 1A e B). Na 12ª semana foi possível 

observar uma redução na média da massa corporal no grupo obeso+DMF quando comparado 

ao grupo obeso+veículo e controle+veículo (Figura 1C). Entretanto, isso não foi observado no 

grupo obeso+HT (Figura 1C). 

 

Figura 1 - Massa corporal dos camundongos C57BL/6 

 

Legenda: A: Comparação entre a massa corporal (g) dos animais controles e obesos na semana 0. B: 

Comparação entre a massa corporal (g) dos animais controles e obesos na semana 10. C: Efeito da 

administração de HT ou DMF na massa corporal dos animais controles e obesos após 12 semanas. 

Dados: n= 7 - 10 animais por grupo, os resultados foram expressos por média ± desvio padrão, One-

way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: g: gramas, d: dias, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.2 Gordura epididimária 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou a quantidade do tecido adiposo 

epididimário após 12 semanas (Figura 2). A administração de HT ou DMF não foi capaz de 
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alterar a massa de gordura epididimária nos grupos obeso+HT e obeso+DMF quando 

comparado ao obeso+veículo (Figura 2). 

 

 

Figura 2 - Avaliação da massa da gordura epididimária 

 

Legenda: Massa da gordura epididimária em g corrigida pelo comprimento da tíbia em cm dos animais 

controles ou obesso após 12 semanas de dieta (8 dias de lesão). Dados: n= 5 - 7 animais por grupo, 

os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dias, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.3 Tecido adiposo branco 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou o diâmetro dos adipócitos no 

tecido epididimário dos animais após 12 semanas de dieta (Figura 3A e B). A administração de 

HT e DMF foi capaz de reduzir o diâmetro dos adipócitos no tecido epididimário de animais 

obesos quando comparado ao grupo obeso+veículo e controle+veículo após 12 semanas de 

dieta (Figura 3A e B). 
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Figura 3 – Avaliação do diâmetro dos adipócitos no tecido epididimário 

 

 

 

 

Legenda: A: Imagens representativas do tecido adiposo epididimário dos animais controles e obesos após 12 

semanas de dieta (8 dias após a lesão). Coloração de hematoxilina e eosina. Escala = 50 m. B: 

Análise morfométrica do diâmetro dos adipócitos no tecido epididimário após 12 semanas de dieta 

(8 dias após a lesão). Dados: n= 5 – 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média 

± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0,0001. 

Nota: d: dias, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023 

 

 

9.4 Teste oral de tolerância à glicose 

 

 

Após 10 semanas da administração das dietas foi observado um aumento da área sobre 

a curva no teste oral de tolerância à glicose quando comparado ao grupo controle+veículo 

(Figura 4A e B). Após 12 semanas não foi observada uma redução na área sob a curva nos 

grupos obeso+HT e obeso+DMF quando comparado ao grupo obeso+veículo e 

controle+veículo (Figura 4C). 
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Figura 4 - Teste oral de tolerância à glicose na semana 0 (basal) e após 10 e 12 semanas 

 

Legenda: A: Teste oral de tolerância à glicose antes da administração das dietas (semana 0 ou basal) dos 

animais controles e obesos. B: Teste oral de tolerância à glicose após 10 semanas de dietas. C: Teste 

oral de tolerância à glicose após 12 semanas de dieta. Dados: n= 5 – 7 animais por grupo, os 

resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: ASC: área sob a curva, u.a.: unidade arbitrária, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil 

fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.5 Níveis séricos de triglicerídeos, colesterol e HDL colesterol 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou os níveis séricos de triglicerídeos, 

colesterol e HDL colesterol quando comparado ao grupo controle+veículo após 12 semanas de 

dieta (Figura 5A, B e C). A administração de HT reduziu os níveis séricos de triglicerídeos, 
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colesterol e HDL colesterol nos animais obesos quando comparado aos grupos obeso+veículo 

e controle+veículo (Figura 5A, B e C) após 12 semanas de dieta. A administração de DMF 

reduziu os níveis séricos de colesterol e HDL colesterol nos animais obesos quando comparado 

aos grupos obeso+veículo (Figura 5A, B e C) após 12 semanas de dieta.  

 

 

Figura 5 - Níveis séricos de triglicerídeos, colesterol e HDL colesterol 

 

Legenda: A: Níveis séricos de triglicerídeos em mg/dL nos grupos controle e obeso após 12 semanas de dieta 

(8 dias após a lesão). B: Níveis séricos de colesterol em mg/dL nos animais controles e obesos após 

12 semanas de dieta (8 dias após a lesão). C: Níveis séricos de HDL colesterol em mg/dL nos animais 

controles e obesos após 12 semanas de dieta (8 dias após a lesão). Dados: n= 3 - 6 animais por grupo, 

os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de 

Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, TGO: triglicerídeo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.6 Glicemia de jejum e níveis séricos de insulina 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou a glicemia de jejum quando 

comparado ao grupo controle+veículo (Figua 6A) após 12 semanas de dieta. A administração 

A B C 
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de DMF, mas não a de HT, reduziu a glicemia de jejum nos animais obesos quando comparado 

ao grupo obeso+veículo e controle+veículo (Figrua 6A) após 12 semanas de dieta.  

Os animais alimentados com uma dieta hiperlipídica apresentaram um aumento nos 

níveis séricos de insulina quando comparado ao grupo controle+veículo (Figura 6B) após 12 

semanas de dieta. A administração de HT ou DMF não alterarou os níveis séricos de insulina 

nos animais obesos quando comparado ao grupo obeso+veículo (Figura 6B) após 12 semanas 

de dieta.  

 

 

Figura 6 - Glicemia de jejum e níveis séricos de insulina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A: Avaliação da glicemia de jejum em mmol/L nos grupos controle e obeso após 12 semanas de 

dieta (8 dias após a lesão). B: Níveis séricos de insulina em ng/mL nos animais controles e obesos 

após 12 semanas de dieta (8 dias após a lesão). Dados: n= 4 - 6 animais por grupo, os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.7 Análise do desenvolvimento de esteatose hepática 

 

B A 
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Foi possível observar uma maior quantidade de gotículas lipídicas no citoplasma de 

hepatócitos no fígado de animais alimentados com uma dieta hiperlipídica quando comparado 

ao grupo controle+veículo (Figura 7A e B) após 12 semanas de dieta. A administração de HT 

não alterou o efeito da dieta hiperlipídica na esteatose hepática após 12 semanas de dieta (Figura 

7A e B). Não houve diferença significativa no acúmulo de gotículas lipídicas no tecido hepático 

entre os grupos controle+veículo, obeso+veículo e obeso+DMF após 12 semanas de dieta 

(Figura 7A e B).  

 

 

Figura 7 - Desenvolvimento de esteatose hepática 

 

 

Legenda: A: Imagens representativas do parênquima hepático nos grupos controle e obeso após 12 semanas 

de dieta (8 dias após a lesão). Coloração de hematoxilina e eosina.  Escala = 50 µm. B: Densidade 

de volume de gotículas lipídicas no citoplasma de hepatócitos nos grupos controle e obeso expressa 

em porcentagem (%) após 12 semanas de dieta (8 dias após a lesão). Dados: n= 5 - 10 animais por 

grupo, os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-

teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, Vv: densidade de volume, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.8 Marcadores da síntese de ácidos graxos 
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Os níveis de RNAm de SREBP1, SCD1, ACC1 e FAS estavam aumentados no fígado 

dos animais alimentados com uma dieta hiperlipídica quando comparado ao grupo 

controle+veículo após 12 semanas de dieta (Figura 8A-D). A adminsitrção de HT ou DMF 

reduziu os níveis de SREBP1, SCD1, ACC1 e FAS no fígado de animais obesos quando 

comparado aos grupos obeso+veículo e controle+veículo após 12 semanas de dieta (Figura 8A-

D).  

 

 

Figura 8 - Níveis de RNAm de marcadores envolvidos na síntese de ácidos graxos 

 

Legenda: A-D: Níveis de RNAm de sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBP1), 

stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1), acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1) e ácido graxo sintase (FAS) 

no fígado de animais controles e obesos por rRT-PCR após 12 semanas de dieta (8 dias após a lesão). 

Dados: n= 3 animais por grupo, os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-

way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.9 Avaliação do fechamento das lesões 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica comprometeu o fechamento de lesões 

cutâneas em camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 8 dias de lesão 

(Figura 9A-C). A administração de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipídica sobre o 

fechamento da lesão quando comparado aos grupos obeso+veículo e controle+veículo após 8 

dias de lesão (Figura 9A-C). 
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Figura 9 - Avaliação do fechamento das lesões 

 

Legenda: A: Imagens representativas das lesões dos animais controles e obesos no dia da realização da lesão (dia 0) e após 3 e 7 dias. Escala = 1 cm. B: Porcentagem de 

área lesada original após 3 dias de lesão. C: Porcentagem de área lesada original após 8 dias de lesão. Dados: n= 14 – 20 lesões por grupo, os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d ou D: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

Controle+veículo Obeso+veículo Obeso+HT Obeso+DMF Controle+HT Controle+DMF 

C 
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9.10 Avaliação histológica da re-epitalização 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica comprometeu a re-epitelização em lesões 

cutâneas em camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 8 dias de lesão  

(Figura 10A-B). A administração de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipídica sobre 

a re-epitelização quando comparado aos grupos obeso+veículo e controle+veículo após 8 dias 

de lesão  (Figura 10A-C). 

 

 

Figura 10 - Avaliação da re-epitelização de lesões 

 

Legenda: A: Imagens representativas da área lesada re-epitealizada nos animais controles e obesos após 8 

dias de lesão. Escala = 200 µm. B: Porcentagem de área lesada re-epitelizada após 8 dias de lesão. 

Dados: n= 5 – 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, 

One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023 

 

 

9.11 Deposição de fibras colágenas 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica comprometeu a deposição de fibras 

colágenas na área lesada de camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 

8 dias de lesão (Figura 11A-B). A administração de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta 

hiperlipídica sobre a deposição de fibras colágenas quando comparado aos grupos 
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obeso+veículo e controle+veículo veículo após 8 dias de lesão (Figura 11A-B). Para confirmar 

o resultados obtidos na análise histológica, os níveis de hidroxiprolina foram medidos na lesão 

dos animais através de um ensaio colorimétrico. A dosagem de hidroxiprolina confirmou os 

resultados obtidos na análise histológica (Figura 11C). 

 

 

Figura 11 - Conteúdo de fibras colágenas por análises histológica e bioquímica 

 

Legenda: A: Porcentagem de fibras colágenas normalizada pela grupo controle+veículo. B: Níveis de 

hidroxiprolina em µg por mg de proteína total. Dados: n= 3 - 7 animais por grupo, os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, 

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.12 Espécies reativas de oxigênio e dano lipídico 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou a produção de ROS na lesão de 

camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 8 dias de lesão (Figura 12A). 

A administração de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipídica sobre a produção de 

ROS quando comparado aos grupos obeso+veículo e controle+veículo após 8 dias de lesão 

(Figura 12A).  

A administração de uma dieta hiperlipídica aumentou a peroxidação lipídica na lesão de 

camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 8 dias de lesão (Figura 12B). 
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A administração de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipídica sobre o dano lipídico 

na área lesada dos animais quando comparado aos grupos controle+veículo e obeso+veículo 

após 8 dias de lesão (Figura 12B). 

 

 

Figura 12 – Produção de espécies reativas de oxigênio e dano lipídico 

 

Legenda: A: Produção de espécies reativas de oxigênios (ROS) na área lesada após 8 dias. B: Quantificação 

de malondialdeído (MDA) para avaliar o dano lipídico na área lesada após 8 dias. Dados: n= 3 - 7 

animais por grupo, os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way ANOVA 

com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

 

9.13 Ativação da via Nrf2 

 

 

A administração de uma dieta hiperlipídica reduziu ativação do Nrf2 na  lesão de 

camundongos quando comparado ao grupo controle+veículo após 8 dias de lesão (Figura 13). 

Contudo, a administração de HT ou DMF promoveu a ativação do Nrf2 na lesão de 

camundongos alimentados com uma dieta hiperlipídica comparado aos grupos obeso+veículo 

e controle+veículo após 8 dias de lesão (Figura 13) 
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Figura 13 – Ativação da via Nrf2 

 

Legenda: A: Ativação do Nrf2 na área lesada nos grupos controle e obeso após 8 dias de lesão. Dados: n= 3 

- 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, One-way 

ANOVA com pós-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

Nota: d: dia, ns: não significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato. 

Fonte: A autora, 2023. 
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10 DISCUSSÃO 

 

 

No presente estudo camundongos C57BL/6 foram submetidos a um protocolo de 

obesidade que consistiu na oferta de uma dieta hiperlipídica. Além disto, parte dos animais 

alimentados com uma dieta hiperlipídica foram tratados com ativadores da via Nrf2 (HT ou 

DMF). Após 10 semanas foi observado o desenvolvimento da obesidade. Esse modelo é 

apropriado para o estudo da obesidade (BARRETT et al., 2016). O camundongo C57Bl/6 é 

suscetível a dieta hiperlipídica quando comparado com outras linhagens de camundongos 

geneticamente manipulados e desenvolve características típicas a síndrome metabólica em 

humanos, como: obesidade, resistência à insulina, intolerância à glicose, hiperlipidemia, 

hipertrigliceridemia, esteatose hepática não alcoólica e intolerância à glicose (GLASTRAS et 

al., 2016). 

A obesidade está associada ao consumo em excesso de nutrientes com o aumento da 

massa corporal (PEREZ-CAMPOS MAYORAL et al., 2019). Após 10 semanas da 

administração de uma dieta hiperlipídica os animais desenvolveram obesidade, resistência a 

insulina, hiperlipidemia, esteatose hepática não alcoólica e intolerância à glicose.  

O tratamento do grupo obeso com HT não causou diminuição na massa corpórea e 

glicemia. Outros trabalhos apresentaram o mesmo resultado administrando doses de HT mais 

baixas (5 mg/Kg) (ILLESCA et al. , 2019) ou 10 mg/Kg (WANG et al., 2018). Estudos que 

conseguiram reverter a massa corporal utilizaram doses mais altas: 20 mg/Kg (POUDYAL, et 

al. 2017) e 50mg/kg (CAO KEL, et al. 2014). O HT é um fármaco com efeito dose dependente 

e não tóxico (VELLOTI; BERNINI, 2023), entretanto, no presente estudo a dose de 1 mg/Kg 

foi escolhida por ser a dose fisiológica recomendada pela European Food Safety Authority. 

Portanto, essa dose menor poderia explicar a não redução da massa corporal com o tempo de 

administração do HT de apenas 2 semanas, e por consequência, a não redução da gordura 

epididimária. Entretanto, outros estudos administraram doses por 4 semanas (GONZÁLEZ- 

SANTIAGO et al, 2004) e 16 semanas (JEMAI et al, 2008) e não foi possível observar alteração 

na massa corporal no modelo com dieta hiperlipídica. Limitações quanto à forma de 

administração e posologia dos estudos dificulta as conclusões do HT sobre a massa corporal 

dos animais.O tecido adiposo branco estoca o excesso de nutrientes nos adipócitos que sofrem 

hiperplasia (aumento do número de adipócitos) e hipertrofia (aumento do diâmetro dos 

adipócitos). Os grupos obesos tratados com HT e DMF conseguiram reduzir estatisticamente o 

diâmetro dos adipócitos. Outros estudos já observaram a redução da hipertrofia pelo HT 
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(STEFANON; COLITTI, 2016), (DRIRA et al., 2011). A hipertrofia dos adipócitos está 

associada com estresse mitocondrial, redução de adenosina trifosfato (ATP) e diminuição da 

expressão de subunidades do complexo mitocondrial (PEYROL et al., 2017). O HT promove 

biogênese mitocondrial via ativação do receptor PGC-1α (SCODITTI et al., 2019), principal 

regulador da fosforilação oxidativa e detoxificação de espécies reativas de oxigênio (RIUS-

PÉREZ et al., 2020). Além disso, causa o aumento da lipólise e bloqueio de genes que regulam 

a via da adipogênese, incluindo o SREBP1 (STEFANON; COLITTI , 2016). No presente 

estudo, o grupo HT reduziu a expressão do SREBP1 e os níveis de triglicerídeos, isso indica 

que a lipólise no tecido adiposo e a liberação de triglicerídeos na circulação sanguínea foi 

diminuida pelo HT.  

A esteatose hepática não alcoólica é definida como um acúmulo excessivo de 

triglicerídeos nos hepatócitos. Na obesidade, esse acúmulo leva a respostas inflamatórias, 

estresse do retículo endoplasmático hepático, apoptose celular e fibrose (WANG et al., 2018) 

(ECHEVERRÍA et al., 2018). O SREBP1 é conhecido por estar envolvido na síntese de 

colesterol e ácidos graxos. No animal obeso, com o estímulo lipogênico, o SREBP1c é 

translocado para o núcleo e ativa genes alvo como FAS, ACC1 e SCD1 (CAO KEL, et al. 

2014). Esses marcadores regulam a síntese de ácidos graxos no fígado e sua expressão aumenta 

na obesidade, auxiliando no acúmulo de gordura hepática. O HT regula negativamente a 

ativação desses genes (WANG et al., 2018) (PRIORE, SICULELLA, GNONI, 2018). O grupo 

obeso+HT reduziu significativamente a expressão do SREBP1 e de seus alvos, causando a 

redução significativa dos níveis de triglicerídeos, HDL colesterol e colesterol total. Esperava-

se uma redução da esteatose como consequência do tratamento, porém o grupo HT e DMF não 

reverteram a esteatose hepática. Esse resultado é conflitante com outros trabalhos que 

conseguiram reverter a esteatose (WANG et al., 2018) (ECHEVERRÍA et al., 2018) 

(HERNÁNDEZ-RODAS et al., 2017), entretanto, todos utilizavam uma uma posologia maior 

de HT e o utilizavam apenas como suplemento e não como tratamento. 

O DMF é um terapêutico aprovado pelo FDA para o tratamento de esclerose múltipla 

(ROSITO M., et al. 2020). Ele também é um ativador da via Nrf2. A ativação dessa via pode 

inibir a lipogênese. O estudo de Meakin et al, observou que camundongos bloqueados para a 

via do Nrf2 apresentaram níveis aumentados da expressão de genes reguladores da síntese de 

triglicerídeos ACC, FAS e SREBP1 (MEAKIN, et al. 2014). No presente estudo, o grupo 

tratado com DMF reduziu significativamente a expressão destes genes. Isso explica a redução 

de colesterol e HDL pelo grupo tratado, gerando perda de peso, redução da gordura epididimária 

e redução do tecido adiposo conforme apresentado. Outros estudos (VANANI, A.R. et al, 2021) 
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também observaram a redução da expressão do SREBP1 com doses maiores de DMF (30 mg/kg 

e 100 mg/kg) entretanto, a mesma dose utilizada no presente trabalho (10 mg/kg) não reduziu 

a expressão.  

A resistência à insulina é uma  consequência da obesidade. Ela reduz a lipólise e dificulta 

a saída de ácidos graxos dos adipócitos, dificultando a perda de massa e redução de triglicerídios 

(SMITH et al., 2016) . É sugerido que a produção excessiva de ROS e fatores pró inflamatórios 

na obesidade esteja associado à resistência a insulina. O excesso de células inflamatórias no 

tecido adiposo leva ao  aumento de citocinas pró-inflamatórias que ativam a via do NF-B no 

tecido adiposo e fígado (SHIRI, 2020). A proteína IRS1 atua como um intermediário entre o 

receptor de insulina e a ativação de vias intracelulares que controlam a absorção da glicose. Sua 

superfosforilação é um marcador para a resistência a insulina (WANG et al, 2018). A ativação 

da via pró-inflamatória do NF-B causa a fosforilação da IRS1 que bloqueia a sinalização da 

insulina e, consequentemente, causa a sua resistência (SHIRI, 2020). O HT reverteu, no grupo 

obeso, a resistência à insulina, avaliada através do teste oral de tolerância à glicose e os níveis 

de insulina. O HT é um ativador da via antioxidante do Nrf2. Estudos observaram que a ativação 

da via do Nrf2 em adipócitos diminuiu a resistência a insulina com a ativação de genes 

antioxidantes e redução de ROS celular (XUE et al., 2013). 

O grupo obeso tratado com DMF conseguiu melhorar os níveis de glicemia em jejum e 

insulina. Embora o tratamento tenha melhorado a captação de glicose pelas células, não 

conseguiu reverter totalmente, visto que os camundongos continuaram resistêntes à insulina. 

Isto explica a não reverção significativa das áreas de estetatose hepática. Em condições normais, 

após o consumo de alimentos, o nível de insulina aumenta promovendo glicogênese e inibindo 

a lipólise (KITADE H., et al, 2017). A resistência a insulina promove uma constante lipogênese 

e, consequentemente um aumento na inibição da lipólise. Isto causa um contínuo acúmulo 

excessivo de triglicerídeos levando ao estresse do retículo endomplasmático e deposição de 

gordura em locais ectópicos como o fígado (KITADE H., et al, 2017). Esse mecanismo é 

confirmado pela não redução dos níveis de triglicerídeos pelo grupo DMF e consequente não 

redução significativa da esteatose hepática no presente estudo. Outros estudos conseguiram 

reduzir a resitência a insulina pelo tratamento com DMF (MIN L. et al., 2019) e reverter o 

estado de esteatose hepática (VANANI A.R, et al., 2021) Entretanto, foram utilizadas doses 

maiores (15 mg/kg, 30 mg/kg ou 100 mg/kg) e administradas por maior período de tempo (2 

semanas). 
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A obesidade é uma condição crônica que aumenta demasiadamente a fase inflamatória 

do reparo tecidual, aumentando o tempo de cicatrização. No presente estudo, o grupo 

obeso+veículo, após 3 dias da lesão, ainda possuia uma área lesionada maior do que o grupo 

controle+veículo. Isso pode ser explicado pelo excesso de citocinas pró-inflamatórias como 

TNF- e IL-6 que impedem a diferenciação dos fibroblastos em miofibroblastos impedindo o 

fechamento da lesão (NASCIMENTO, COSTA, 2006). Além disso, a obesidade está 

frequentemente ligada a resistência a insulina. Essa condição reduz a mobilidade celular e 

diferenciação de fibroblastos (DANG, 2017), prolongando ainda mais o reparo tecidual. Já no 

grupo obeso tratado com HT ou DMF foi possível observar uma diminuição da área lesionada 

após 8 dias. Na obesidade, o contínuo estresse do retículo endoplasmático gera ROS. Tanto o 

HT quando o DMF são ativadores da via Nrf2. Esse fator de transcrição, quando translocado 

para o núcleo, promove a síntese de enzimas antioxidantes como NQO1, HO-1, SOD), CAT e 

GPx (JASOLIYA et al., 2019). O fechamento das lesões após 8 dias pode ser explicado pela 

ativação dessa via e, consequentemente, redução de ROS e danos oxidativos em lipídios e 

proteínas. Isso permitiu que houvesse na fase reparadora, maior deposição de fibras colágenas 

no grupos obesos tratados com HT e DMF.  

Em condições normais, a sinalização antioxidante é ativada em resposta ao ROS 

permitindo controle da inflamação, eliminação do dano oxidativo e fechamento da lesão (YING 

L. et al, 2018). Entretanto, na obesidade, há uma alta produção de ROS produzindo níveis 

excessivos de radicais livres (SANCHEZ F. A. et.al, 2011) que excedem a capacidade de sua 

eliminação pelo Nrf2. Este efeito leva ao atraso da cicatrização (YIN L. et al, 2018). O 

tratamento com DMF ativou a via e foi capaz de reduzir as espécies reativas de oxigênio 

significativamente, assim como o dano lipídico. Com a redução de danos ao tecido, houve uma 

melhora na regeneração tecidual confirmada pelo aumento de deposição de fibras colágenas e 

síntese de hidroxiprolina. Outros estudos observaram a melhora do reparo tecidual pelo 

tratamendo com DMF como ativador da via do Nrf2 em camundongos diabéticos (MIN L. et 

al.,2019) (YING L. et al, 2018) 

Já foi demonstrado que o excesso das ROS em indivíduos obesos estimula a proliferação 

de pré-adipócitos, diferenciação de adipócitos e o aumento de adipócitos maduros (SHIRI et al, 

2020). Isto contribui para o prolongamento da obesidade. No presente estudo, a redução de 

ROS nos grupos obeso+HT via ativação do Nrf2 explica a redução na hipertrofia dos adipócitos. 

Como o tratamento com HT é dose dependente, uma dose maior do composto poderia também 

reduzir a massa da gordura epididimária (gordura visceral) e, consequentemente, a massa total 

dos animais.  
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A principal diferença entre o presente estudo e outros trabalhos que observaram melhora 

nos parâmetros da obesidade é a dose administrada. Os trabalhos utilizam uma dose muito 

maior do que a recomendada pela European Food Safety Authority para humanos (JALOYA et 

al, 2019), como 1 mg por dia (WANG et al, 2018; POUDYAL, et al. 2017). No presente estudo, 

o tratamento durante 1 semana foi necessário para observar o fechamento da lesão e conseguir 

realizar a coleta do material. Essa dose e o período de tempo de administração foi suficiente 

para acelerar a cicatrização, mas não para reverter alguns parâmetros da obesidade como 

esteatose hepática e massa corporal. Entretanto, foi possível verificar melhora na hipertrofia 

dos adipócitos e expressão gênica da síntese de triglicerídeos. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Os ativadores da via do Nrf2 (HT e DMF) conseguiram ativar a via antioxidante e 

reduzir a quantidade de ROS na área lesionada. Além disso, acelerou o reparo tecidual em 

camundongos obesos diminuindo a área lesionada após 8 dias, aumentando a área re-epitelizada 

e deposição de fibras colágenas.  

Apenas o HT também conseguiu reduzir os níveis de triglicerídios, HDL colesterol e 

colesterol em camundongos obesos indicada pela redução dos níveis de expressão dos genes 

SREBP1, SCD1, ACC1 e FAS. Portanto, foi possível reverter a hipertrigliceridemia 

característica da obesidade. 

Por outro lado, os ativadores não reverteram indicadores obesogênicos como aumento 

da massa corporal, resistência à insulina, esteatose hepática e aumento de tecido adiposo branco. 

Isso indica que o tratamento com HT e DMF foi capaz de melhorar a cicatrização de lesões 

cutâneas em camundongos obesos e atenuou os principais parâmetros relacionados à obesidade. 
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ANEXO A - Aprovação do Comitê de Ética 

 

 
 
 

 
http://www.biologiauerj.com.br/comite-de-etica  

ceua.ibrag@yahoo.com.br 
 

COMISSÃO DE ÉTICA PARA O CUIDADO E USO 

DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS  (CEUA)  

C E R T I F I C A D O  

    

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DE DIFERENTES DIETAS NO 

PROCESSO DE REPARO CUTÂNEO E NA PELE", registrada com o nº 012/2020, sob a 

responsabilidade de Bruna Romana de Souza - que envolve a produção, manutenção ou 

utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para 

fins de pesquisa científica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 

11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as 

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), e 

foi aprovada pela COMISSÃO DE ÉTICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS 

EXPERIMENTAIS  (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em 

reunião de 01/12/2020. 

 

Finalidade (    ) Ensino ( X ) Pesquisa Científica  

Vigencia da autorização 01/12/2024 

Espécie/linhagem/raça Camundongo C57BL/6 

Nº de animais 96 

Peso/Idade 20 gramas / 8 semanas 

Sexo Macho  

Origem Biotério setorial 
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