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RESUMO

FARIA, Regina Viana de Carvalho. Efeito da administracao de ativadores do Nrf2 no
reparo tecidual de camundongos obesos. 2023. 55 f. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A obesidade é o acimulo excessivo de gordura no corpo devido ao excesso de
nutrientes. Essa condicao leva a alteracdes fisiologicas que comprometem o reparo de lesdes.
A ativagdo da via do fator 2 relacionado ao fator nuclear eritréide 2 (Nrf2) pode melhorar e
acelerar a cicatrizacdo dessas lesfes. Entretanto sdo necessarios mais estudos para entender a
relacdo entre essa via e o reparo de lesfes. O objetivo desse projeto foi avaliar o efeito da
ativacdo 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 hiperlipidica (50% de energia de lipidios). Apds 10
semanas, 0s animais foram tratados intraperitonealmente com HT (1 mg/Kg) e DMF (10
mg/Kg). Apds 11 semanas foram criadas duas lesdes excisionais totais no dorso dos animais.
Apos 8 dias de lesdo, as cicatrizes foram coletadas. Apds 10 ou 12 semanas de administracdo
das dietas, 0 grupo obeso ou obeso+veiculo apresentou um aumento significativo na massa
corporal, na quantidade de gordura epididimaria, no diametro dos adipdcitos e na intolerancia
a glicose quando comparado ao grupo controle ou controle+veiculo. A administracdo de DMF,
mas ndo de HT, reduziu a massa corporal dos animais obesos quando comparado aos grupos
controles (controle+veiculo e obeso+veiculo) ap6s 12 semanas de dieta. Houve uma reducéo
significativa no diametro dos adipécitos nos grupos obeso+HT e obeso+DMF ap6s 12 semanas.
Entretanto, ndo houve reducdo na quantidade de gordura epididimaria em ambos 0s grupos apos
12 semanas. A administracdo de HT ou DMF néo alterou os efeitos de uma dieta hiperlipidica
sobre a intolerancia a glicose, mas apenas a administracdo de DMF reduziu os niveis séricos de
glicose. A adminsitracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou os niveis séricos de insulina,
triglicerideos, colesterol e HDL colesterol apds 12 semanas. A administracdo de HT ou DMF
reduziu os niveis de insulina, colesterol e HDL colesterol, mas apenas a administracdo de HT
reduziu os niveis de triglicerideos em animais obesos ap6s 12 semanas. A administracdo de
uma dieta hiperlipidica induziu uma esteatose no figado dos animais apds 12 semanas, e 0
tratamento com os ativadores de Nrf2 ndo reverteu esse efeito. Contudo, a administracdo de HT
ou DMF reduziu os niveis de mRNA de genes associados a lipogénese no figado de animais
alimentados com uma dieta hiperlipidica. O grupo obeso+veiculo apresentou um aumento na
area da lesdo e uma reducdo na area re-epitelizada quando comparado ao grupo
controle+veiculo apos 8 dias (12 semanas de dieta). A administracdo de HT ou DMF acelerou
o fechamento das lesdes cuténeas e a sua re-epitelizacdo quando comparado aos grupos
controle+veiculo e obeso+veiculo ap6s 8 dias de lesdo (12 semanas de dieta). O grupo
obeso+veiculo apresentou uma reducao no conteudo de fibras coldgenas quando comparado ao
grupo controle+veiculo apos 8 dias de lesdo (12 semanas de dieta). Contudo, a administracdo
de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipidica sobre a deposicdo de colageno quando
comparado aos grupos controle. O tratamento com HT ou DMF promoveu a translocacgéo e a
ligagdo do Nrf2 ao DNA em leses cutaneas de animais obesos apés 8 dias de leséo (12 semanas
de dieta). Além disto, a administracdo de HT ou DMF reduziu a producdo de espécies reativas
de oxigénio e a peroxidacéo lipidica na lesdo de animais obesos apos 8 dias (12 semanas de
dieta). Em conclusdo, a administracdo de HT ou DMF promoveu o reparo de lesdes cutaneas e
atenuou alguns parametros obesogeénicos.

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. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias 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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INTRODUCAO

A obesidade é definida com um actimulo excessivo ou anormal de tecido adiposo que
causa um risco a saude. Atualmente, uma pessoa com indice de massa corpdrea (IMC) igual ou
maior a 30 € considerada obesa (DEHGHAN; AKHTAR-DANESH; MERCHANT, 2005). A
obesidade é uma doenca multifatorial, mas ela estd primariamente associada ao balanco
energético positivo, falta de atividade fisica e habitos alimentares nao saudaveis (LIFSHITZ;
LIFSHITZ, 2014). A obesidade é o principal fator de risco de diversas doengas cronicas como
doencas cardiovasculares, hipertensdo, acidente vascular encefalico, diabetes, disfuncéo renal
e certos canceres. Além disso, a obesidade altera a fisiologia da pele comprometendo o reparo
de lesdes cutaneas. Em ratos, a inducdo da obesidade atraveés da administracdo de uma dieta
hiperlipidica aumenta a resposta inflamatéria que compromete o fechamento de lesdes cutaneas
(ROSA et al., 2018). O nosso grupo demonstrou que a obesidade através da administragdo de
uma dieta hiperlipidica causa um aumento na resposta inflamatoria (como excessiva infiltracao
de neutréfilos e macrofagos, sintese exacerbada de citocinas pro-inflamatorias e formacéao de
lipideos peroxidados e proteinas carboniladas) que comprometem o fechamento de lesdes
cutdneas em ratos e camundongo (NASCIMENTO et al., 2006)(PAULINO DO
NASCIMENTO et al., 2011) (OTRANTO et al., 2013). Poucos trabalhos propdem alvos
terapéuticos que revertam ou atenuem os efeitos da obesidade no reparo de lesdes cutaneas.
Vém sendo demonstrado que a ativacdo do fator 2 relacionado ao fator nuclear eritride 2 (Nrf2)
através da administracdo de compostos derivados de produtos naturais como o hidroxitirosol
(HT) pode ser uma boa alternativa no tratamento de lesdes comprometidas devido ao aumento
do dano oxidativo (PENG et al., 2015). O HT é o principal polifenol presente no éleo 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 suplementacdo da dieta com 5 mg de HT € capaz
de reduzir o dano oxidativo no tecido adiposo unilocular de camundongos alimentados com
uma dieta hiperlipidica através do aumento da ativacdo do Nrf2 (ILLESCA et al., 2019). Outro
promissor alvo terapéutico é o dimetil fumarato (DMF) que também é capaz de estimular a
ativacdo do Nrf2 e a producdo de enzimas antioxidantes e proteinas detoxificantes (JASOLIYA
et al., 2019) (BLAIR, 2018). O DMF é capaz de atenuar a inflamag&o e o dano oxidativo em

doencas inflamatdrias crénicas, como a esclerose mdultipla e psoriase (BLAIR, 2018).
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1 OBESIDADE

A obesidade é definida como o acimulo excessivo de gordura ou a distribuicdo anormal
de gordura pelo corpo (PEREZ-CAMPOS MAYORAL et al., 2019). Uma pessoa com IMC
maior que 30 € considerada obesa (CABALLERO, 2019) No Brasil, a prevaléncia de obesos
adultos foi de 26,8% em 2019 (IBGE, 2019), e de acordo com a World Obesity Federation
(WORLD OBESITY ATLAS, 2023), a prevaléncia de individuos adultos obesos sera de 45%
em 2035 no Brasil. Isso causara um impacto econémico de mais de 75 milhdes de ddlares para
seu o tratamento. A obesidade aumenta a mortalidade e as chances de desenvolvimento de
outras doencas como: diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, hiperlipidemia, hipertensdo e
esteatose hepatica ndo alcodlica (PICHE; TCHERNOF; DESPRES, 2020).

A obesidade é um problema de salde publica onde devem ser propostos tratamentos
para 0 seu controle. O aumento de casos esta relacionado ao grande nimero de oferta de
alimentos ultraprocessados (SWINBURN; SACKS; RAVUSSIN, 2009) e baixos niveis de
esforco e atividade fisica na sociedade (CHURCH et al., 2011). Além disso, o periodo de 2020
a 2022 foi caracterizado por restrigdes ¢ “lockdowns” que piorou a qualidade da dieta e
aumentou o sedentarismo. Isto indica que a pandemia causada pelo novo coronavirus (SARS-
CoV-2) agravou a epidemia da obesidade (WORLD OBESITY ATLAS, 2023).

Os tratamentos propdem dietas, programas de atividades fisicas, medicamentos e
cirurgias. Sabe-se que uma perda de 5% a 10% de massa corporal € suficiente para mitigar a
chance do desenvolvimento de diabetes ou doencas cardiovasculares em humanos (HAMMAN
et al., 2006) (LEBLANC et al., 2011). Entretanto, dados clinicos demonstram que 26,65% dos
pacientes pds-bariatricos submetidos a cirurgias plasticas reparadoras (como abdominoplastia

e mastoplastia) apresentam complicacdes na cicatrizacdo cutanea (CORREA ROSA, 2018).
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2 REPARO TECIDUAL NORMAL

O reparo tecidual € um processo dindmico que inclui quatro estagios: homeostase,
inflamacéo, proliferacdo e remodelacdo. Para um reparo eficiente, todas essas fases devem
ocorrer em sequéncia e tempos corretos. Os principais eventos que caracterizam um reparo ideal
sdo uma rapida homeostase, inflamagdo controlada, proliferacdo, migracdo de células para a
area lesionada, re-epitelizacdo, sintese e remodelamento das fibras coldgenas que serdo
responsaveis pela resisténcia do novo tecido (WILKINSON; HARDMAN, 2020)

Na fase de homeostase, 0s vasos sanguineos lesionados contraem e ha a formacéo de
coagulos que permitem a protecdo do tecido lesionado. O coagulo é formado por uma agregacgéo
de plaquetas em uma rede de fibrina. Essa rede garante a homeostase, impede a entrada de
microorganismos e organiza uma matriz celular temporéria que permite a migracao celular e
posterior sintese de fibras colagenas (TALBOTT et al., 2022).

A fase inflamatdria € caracterizada pelo grande influxo de neutrofilos nas primeiras 24
horas coincidindo com sintomas de inflamacdo, como edema e eritema na lesdo (GURTNER et
al., 2008). Essas células expressam citocinas inflamatorias como a interleucina-1p (IL-1p),
fatores de crescimento como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) que recrutam ainda mais neutrofilos para a area lesionada. 1sso permite a
destruicdo da rede de fibrina e expressao de moléculas de adesdo que possibilitardo a aderéncia
e direcionamento dos fibroblastos para o local da injaria nas proximas fases do reparo (EMING;
KRIEG; DAVIDSON, 2007).

A fase de proliferacéo inclui angiogénese, fibroplasia e re-epitelizacdo. A angiogénese
envolve a producdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos colaterais através do processo
de germinacdo ou divisao celular, garantindo o transporte de nutrientes e oxigénio para o tecido.
A fibroplasia inicia-se com a degradagdo da matriz de fibrina pelos fibroblastos sintetizando
metaloproteinases que substituirdo a matriz extracelular por colageno tipo I, 11, 11l e 1V,
glicoproteinas, acido hialurénico e glicosaminoglicanos. Dentre elas esta a tenacina-C que
possui o importante papel de controlar a migracgéo dos fibroblastos na formacéo da nova matriz.
Estudos in vitro demonstraram que fragmentos especificos da tenascina C inibem a migracao
de fibroblastos (TREBAU; CHAN; MIDWOOD, 2007). Essa nova matriz formada permite o
suporte e a migragdo de mais fibroblastos, que ao chegarem a area lesionada se diferenciam em
miofibroblastos (MORETTI et al., 2022) Essas novas células sdo caracterizadas pela expressao

de a-actina de musculo liso (a-SMA) que possibilita o fechamento da lesdo (MORETTI et al.,
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2022). Ainda na fase de proliferacdo, as fibras coldgenas também séo sintetizadas na matriz
extracelular pelos fibroblastos e miofibroblastos. Inicialmente elas s&o formadas em sua
maioria pelo colageno tipo Il1, fibronectina e acido hialurdnico. Entdo, a fibra é degradada e
substituida por colageno tipo I com maior forca tensil remodelando a matriz extracelular e
alterando sua estrutura tridimensional e densidade (WILKINSON; HARDMAN, 2020)
(MORETTI et al., 2022).

A fase de remodelacéo é responsavel pelo fechamento da leséo e substituicao do tecido
afetado pelo original. A superficie da lesdo é recoberta por uma camada de queratindcitos e é
restabelecida uma nova camada estratificada com lamina basal subjacente (WILKINSON;
HARDMAN, 2020). A sua principal caracteristica é o aumento da deposicdo de colageno tipo
| de forma organizada, aumento da densidade das fibras de colageno, degradacdo do acido
hialurdnico e fibronectina. Nesta fase, as fibras colagenas conseguem alcancar até 80% da forca
do tecido original, porém nunca alcancam a forca maxima de um tecido ndo lesionado
(VELNAR; BAILEY; SMRKOLJ; 2009).



16

3 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo branco é o maior tecido de deposito de gordura que secreta adipocinas
e citocinas. As adipocinas estdo envolvidas em cascatas de sinalizacdo e metabolizagdo
regulando a sinalizacdo de insulina, acidos graxos e captacdo de glicose (AHIMA; LAZAR,
2008). As citocinas regulam o processo de inflamagéo no reparo tecidual normal contribuindo
para a sinalizacao celular, migracéo e sintese de fatores de crescimento.

A obesidade influencia o fendtipo do tecido adiposo branco. O consumo excessivo de
nutrientes acumula nos depositos viscerais e subcutaneos, de forma que os adipécitos sofram
hiperplasia (aumento do nimero de ceélulas) e hipertrofia (aumento do tamanho celular)
(UNAMUNO et al., 2018). Isto causa uma sintese em excesso de citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1B, TNF-a e interleucina-6 (IL-6) (MORETTI et al., 2022). Essas citocinas
contribuem para a infiltracdo excessiva de macrofagos, na promocdo de um perfil M1 de
macrdfagos (pro-inflamatorio) e no aumento de células do sistema imunoldgico. O aumento de
células diminui a vascularizacao tecidual desencadeando hipdxia, fibrose tecidual e morte de
adipécitos (UNAMUNO et al., 2018).

A sintese prolongada de citocinas como o TNF-a causa a desfosforilacéo dos receptores
de insulina levando a resisténcia a insulina pelo individuo. Altos niveis de glicose aumentam a
geracdo intracelular de ROS via NADPH oxidase levando a peroxidagdo lipidica em adipdcitos,
figado e musculo esquelético em humanos. Além disso, altos niveis de ROS promovem a
ativacdo de vias como a do fator nuclear kappa B (NF-kB) que elevam ainda mais a sintese de
citocinas pré-inflamatérias (AHMED; SULTANA; GREENE, 2021).

O aumento de depdsitos no tecido adiposo branco, inicialmente, aumenta a sua atividade
metabolica causando estresse oxidativo. O excesso de lipidios promove um aumento continuo
da producdo mitocondrial de ROS. Uma vez ndo neutralizados por mecanismos enzimaticos
como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GPx), ocorrem
alterac@es nos niveis celulares e moleculares complicando ainda mais o contexto da obesidade
(D'ALESSANDRO et al., 2015).

O estresse do reticulo endoplasmatico foi indicado como fator chave para a obesidade
associada a disfuncdo metabdlica. Com o alto consumo, nutrientes e lipidios sdo acumulados
no reticulo endoplasmatico resultando no estresse da organela e inflamacgéo cronica no tecido

adiposo e figado de camundongos (KAWASAKI et al., 2012). Além disso, a hiperglicemia
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também promove o estresse do reticulo endoplasméatico em hepatdcitos e aumenta o acimulo
de lipidios no figado (ALHUSAINI et al., 2012).
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4 REPARO TECIDUAL NA OBESIDADE

A obesidade envolve diversos distirbios metabodlicos, dentre eles a hipertenséo,
hiperlipidemia, diabetes e esteatose hepatica ndo alcoodlica. Essas condic6es dificultam o reparo
tecidual, prolongando a fase inflamatdria e postergando a contragdo da lesdo, re-epitelizacéo e
formacéo do tecido de granulacdo (NASCIMENTO; COSTA, 2006). O aumento dos adipdcitos
no individuo obeso ndao acompanha um aumento adequado do nimero de vasos sanguineos.
Esse cenario resulta em diminuicdo de oxigénio disponivel e morte celular com liberacéo de
citocinas pré-inflamatorias e mais infiltracdo de macrdfagos, neutrofilos e células de defesa.
Esse longo processo inflamatdrio pode atrasar a diferenciacdo de miofibroblastos postergando
o fechamento de leses (NASCIMENTO; COSTA, 2006).

A inflamac&o cronica causada pela obesidade com altos niveis séricos de IL-6, TNF- a
e proteina C reativa (COPPACK, 2001) leva lesdes ja fechadas a terem caracteristicas crénicas.
Foram encontrados leucécitos polimorfonucleares, miofibroblatos e diminui¢do na densidade
de fibras colagenas mesmo ap6s 21 dias da lesdo (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 condig¢des basais, o Nrf2 é inibido pelo kelch like ECH associated
protein 1 (Keapl) presente no citoplasma celular. O Keapl esta ligado a um complexo de
ubequitinas RING-box protein 1 (Rbx1) que impede a ativacdo da via do Nrf2 (BUENDIA et
al., 2016).

Em condicbes de estresse celular, moléculas como ROS modificam a estrutura
conformacional da Keapl com a liberagcdo do Nrf2 que é imediatamente translocado para o
nucleo. Logo apos, o Nrf2 forma um complexo com proteinas MAF ou JUN que se ligam a area
promotora da sintese de elementos de resposta anti-oxidante (ARE) (BUENDIA et al., 2016).
Essas proteinas controlam a producdo de enzimas antioxidantes e proteinas 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-inflamtorio) do Nrf2

é possivel que a ativacdo desta via seja capaz de melhorar a cicatrizagcdo em individuos obsesos.
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6 HIDROXITIROSOL E DIMETIL FUMARATO

O ¢6leo de oliva extra virgem é composto em sua maior fracéo (85-75%) por acido oleico.
A menor fragdo é composta por componentes fendlicos com propriedade antioxidantes como o
HT. Sua capacidade antioxidante esta relacionada a doagdo de atomos de hidrogénio pelo o seu
grupamento catecol que melhora a estabilidade de atomos de radicais livres. Isto permite a
formacgédo de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular entre os hidrogénios 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 (ECHEVERRIA et al., 2017).

A suplementacdo com HT melhora alteragdes morfologicas dos adipécitos diminuindo
sua hipertrofia e consequentemente, diminuindo niveis séricos de triglicerideos. Além disso,
camundongos suplementados com HT apresentam uma expressao reduzida de TNF-a. e IL-6,
indicando uma propriedade anti-inflamatéria ao reduzir a ativacdo da via do NF-kB, assim
reduzindo os niveis de citocinas inflamatdrias (ILLESCA et al., 2019).

O DMF é um éster de acido fumarico. Esse composto é muito utilizado para o tratamento
da esclerose multipla e psoriase (BLAIR et al., 2018). O seu principal mecanismo € a reducéo
do estresse oxidativo nos tecidos através da ativacdo da via do Nrf2 e reducdo da inflamacéo
através da inibicdo da via do NF-xB. A ativacdo da via do NF-kB é controlada pelo seu inibidor
IkBow que impede a sintese de citonas inflamatorias como a TNF-a, IL-1p e IL-6. O fator de
transcrigdo Nrf2 inibe a ubiquitinizacdo do IkBa impedindo a sintese de citocinas inflamatdrias.
O DMF foi capaz de reduzir a inflamacéo e o dano oxidativo em ratos com hiperfusdo cerebral
crénica (YAN et al., 2021).

Com base nas ages anti-inflaméatorias/antioxidantes do HT e do DMF mediadas pela
modulacéo da via Nrf2 é possivel que esses agentes tenham o potencial de mehorar o processo
de cicatrizagcdo em obsesos. Contudo, até 0 momento ainda ndo existem estudos que suportem

esta hipdtese.
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7 OBJETIVOS

Avaliar o efeito terapéutico da ativacdo do Nrf2 através da administracdo de HT ou

DMF no reparo cutaneo de camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica.

7.1 Objetivos especificos

a) Avaliar se a administracéo de ativadores do Nrf2 pode acelerar a cicatrizagdo de
lesbes cutaneas promovendo o seu fechamento, re-epitalizacdo e deposi¢do de colageno em
camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica;

b) Avaliar se a administracdo de ativadores do Nrf2 pode reduzir o dano oxidativo em
lipideos e a producdo de ROS em lesdes cutdneas de camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica;

c¢) Confimar se a administracdo de ativadores do Nrf2 pode promover a translocacéo e
a ligacdo do Nrf2 ao DNA em lesdes cutaneas de camundongos submetidos a uma dieta
hiperlipidica;

d) Avaliar se a administracdo dos ativadores do Nrf2 pode atenuar os parametros
associados a obesidade em camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica como:
tolerancia a glicose, hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperglicemia,
esteatose hepatica e aumento na quantidade de tecido adiposo branco, niveis de insulina e de

massa corporal.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Animais, dieta e tratamento

O protocolo experimental foi aprovado pelo CEUA-IBRAG-UERJ (n° 012/2020).
Camundongos da linhagem C57BI/6, machos, 12 semanas, foram acondicionados em grupos
de 3-5 animais por caixa, com livre acesso a dieta e agua 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 proteinas, 76% de energia derivada de
carboidratos e 10% de lipideos; uma dieta hiperlipidica contendo 14% de energia derivada de
proteinas, 36% de energia derivada de carboidratos e 50% de energia derivada de lipideos
(Tabela 1). A administracdo dessas dietas foi mantida até o final do experimento. Estas dietas
foram consistentes com as recomendac@es do American Institute of Nutrition para manutencéo
de roedores adultos (AIN-93M) (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993)

Tabela 1 — Composicéo das dietas segundo recomendacdo da AIN-93M

Componente Controle (%) Hiperlipidico (%)

Amido de Milho 46,57 23,27
Caseina 14,00 17,50

Amido Dextrinizado 15,50 11,50
Sacarose 10,00 10,00

Oleo 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-hidroxiacidos.
Fonte: Pragsolucfes Biociéncias, Sdo Paulo, Brasil.

Ap0s 10 semanas de administracédo das dietas controle e hiperlipidica, 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 administracdo 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 diaria 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 Lesdo excisional total

Apobs 11 semanas da administragdo 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 alcool isopropilico, em seguida, duas lesdes
excisionais totais com 6 mm de didmetro foram criadas no dorso dos animais expondo o tecido
muscular. A leséo néo foi suturada ou coberta com curativo e cicatrizou-se por segunda intencéo
(AMADEU;COSTA, 2006). As lesbes foram fotografadas no dia da sua realizacdo e apés 3 e
8 dias para acompanhar o seu fechamento.

8.3 Analise macroscoépica

Para avaliar o fechamento da lesdo, a area total foi medida nas imagens capturadas no
dia de sua realizacdo (dia zero) e apds 3 e 8 dias com o auxilio do software Image J (National
Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os resultados do fechamento da lesdo foram

expressos pela percentagem da area lesada original.

8.4 Teste oral de tolerancia a glicose
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No inicio do experimento (semana 0) e apds 10 e 12 semanas de dieta foi realizado o
teste oral de tolerancia a glicose. Para isto, os animais foram submetidos a 6-8 horas de jejum
antes do teste. Em seguida, os niveis séricos de glicose foram medidos com auxilio de
glicosimetro (Accu-Chek Active; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) (0 minutos).
Posteriormente, os animais foram tratados com uma solugéo hipertonica de glicose a 25% por
gavagem com uma dose de 1 g/Kg de peso corporal e os niveis séricos de glicose foram medidos
com auxilio de glicosimetro (Accu-Chek Active) apds 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. A area sob
a curva foi calculada (CAO KEL, et al. 2014).

8.5 Coleta das amostras

Apo6s 8 dias de lesdo os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/Kg, via
intraperitoneal) e xilazina (10 mg/Kg, via intraperitoneal) e, uma hora apds, foram eutanasiados.
O sangue periférico foi coletado, e 0 soro separado e congelado a -80°C. Cinco a sete cicatrizes
por grupo foram fixadas em formalina tamponada (pH 7,2), processadas e incluidas em parafina
para analises histoldgicas. Trés cicatrizes por grupo foram congeladas a -80°C para dosagem de
hidroxiprolina. O figado também foi coletado e pesado e fixado em formalina tamponada (pH
7,2) para avaliar a formacéo de esteatose. Alguns fragmentos do figado (trés por grupo) foram
embebidos em RNALater® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, EUA) para a extracdo de RNA.
Além disto, a gordura epididimaria foi coletada, pesada com o auxilio de balanca analitica
(OHAUS, Tamboré, Brasil) e alguns fragmentos foram fixados em formalina tamponada (pH
7,2) para analise histoldgica. O peso da gordura epididiméria foi corrigido pelo comprimento
datibia (YIN et al., 1982).

8.6 Analises histologicas

Apos a fixacdo, os tecidos coletados foram processados para microscopia de luz. Para
isto, eles foram desidratados com crescentes concentracdes de alcool etilico, embebidos em

parafina e seccionados.
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Para medir a re-epitelizagdo, os cortes histologicos (5 pum) foram corados com
hematoxilina e eosina e posteriormente digitalizados com o auxilio de escaner de Iaminas
(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 area ndo re-epitelializada foi definida como a distancia entre extremidades de linguas
epiteliais migratérias. A largura total do tecido de granulacdo foi definida como a distancia
entre as margens das lesfes. A area re-epitelizada foi estimada através da diferenca entre a
largura total do tecido de granulagdo e area ndo re-epitelizada (SAGUIE et al., 2017)
(DONATO-TRANCOSO et al., 2023).

Para avaliar o contetdo de fibras colagenas, os cortes histologicos (5 um) foram corados
com vemelho de Picrosirius. Em seguida, imagens foram capturadas com o auxilio de um
sistema de videomicroscopia com luz polarizada. As fibras colagenas avermelhadas,
amareladas e esverdeadas foram medidas com o auxilio do software ImageJ (Hiebert et al.,
2018).

Para avaliar o didmetro dos adipécitos do tecido epidimario, cortes histoldgicos (5 um)
foram corados com hematoxilina e eosina. Em seguida imagens foram capturadas com o auxilio
de um sistema de videomicroscopia com luz branca. O maior e 0 menor didametro de 10
adipdcitos por imagem foram medidos com o auxilio de software de imagens.

Para avaliar a formacdo de esteatose hepética, cortes histoldgicos do figado (5 um)
foram corados com hematoxilina e eosina e 0 acumulo de goticulas lipidicas nos hepatocitos
foi estimada com um sistema teste de 42 pontos e sistema de videomicroscopia com luz branca
(BARROSO et al., 2017).

8.7 Analises bioquimicas

Os niveis sorologicos de insulina foram medidos por ELISA utilizando um kit comercial
(Thermo Scientific, Waltham, MS, EUA). Além disto, os niveis sorologicos de colesterol,
triglicerideos e HDL colesterol totais foram medidos através de kits comerciais (Bioclin, Belo
Horizonte, Brasil).

Para avaliar a deposigéo de colageno os niveis de hidroxiprolina foram quantificados.

Fragmentos congelados das cicatrizes foram desidratados e os lipideos foram removidos com



26

auxilio de solventes organicos. Em seguida, as amostras foram secas, pesadas, hidrolisadas em
acido cloridrico 6N e neutralizadas em hidroxido de sédio 6N (Proquimios, Rio de Janeiro,
Brasil). O contetdo 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 tampdo RIPA e 0s niveis
totais de proteinas foram estimados com o auxilio de um kit comercial baseado na reacdo com
acido bincinconico (Thermo Scientific). Os niveis de lipideos peroxidados foram medidos no
lisado tecidual a partir do método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
conforme descrito anteriormente (DRAPER; HADLEY, 1990). Os resultados foram expressos
em uM de malondialdeido por mg total de proteina. A producdo de ROS também foi medida
no lisado tecidual através de um ensaio colorimétrico baseado na reacdo do sal azul
nitrotetrazalium com espécies reativas de oxigénio conforme descrito anteriormente (CHOI et
al., 2006).

8.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QRT-PCR)

A expressao génica de mediadores envolvidos na lipogénese (sterol regulatory element
binding transcription factor 1 [SREBP1], stearoyl-CoA desaturase 1 [SCD1], acetyl-CoA
carboxylase 1 [ACC1] e &cido graxo sintase [FAS]) foi estimada no figado (Tabela 2). Os dados
foram normalizados com a expressédo de GAPDH. A quantificagéo relativa da expresséo génica
foi realizada utilizando o StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham,
MS, EUA). O método de quantificacdo usado foi o0 SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Para isto, 0 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 Mouse  5'- 5

(ACC1) ACATTCCGAGCAAGGGA  GGGATGGCAGTAAGG
TAAG-3' TCAAA-3'

Fatty acid synthase (FAS) Mouse 5 5'

AGACCCGAACTCCAAGTT GCAGCTCCTTGTATAC
ATTC-3' TTCTCC-3'
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Glyceraldehyde-3-phosphate Mouse  5’- 5’-

dehydrogenase AACAGCAACTCCCACTCT CCTGTTGCTGTAGCCG

(GAPDH) TC-3 TATT-3’

Sterol regulatory element- Mouse  5'- 5'-

binding protein 1 (SREBP1) CATCGACTACATCCGCTT CACCAGGTCCTTCAGT
CTT-3 GATTT-3’

Stearoyl-CoA desaturase 1 Mouse  5'- 5'-

(SCDy) AGAGAGAGAGAGAGAGA GGTTCAGAGGATGGA
GAGAGA-3' CAGAAAG-3'

Legenda: Todos os primers foram fornecidos por Integrated DNA Technologies IDT (Coralville, 1A, EUA).

Fonte: A Autora, 2023.

8.9 Ativacado da via do Nrf2

Para estimar a ativacdo do Nrf2, o extrato nuclear foi obtido utilizando um kit comercial
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante. A
atividade do Nrf2 foi subsequentemente determinada usando um kit Nrf2 Transcription Factor
Assay (Cayman Chemical Company), que é um método sensivel e ndo radioativo para detectar
atividade de ligacdo de DNA de fator de transcricdo especifico em extratos nucleares, seguindo
as instruc@es do fabricante (RIBEIRO et al, 2023).

8.10 Andlise estatistica

Em todos os experimentos, os dados foram expressos como média e desvio padrdo. A
normalidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk. A comparagdo dos
dados de trés ou mais grupos foi realizada através de one-way ANOVA seguida pelo pos-teste
de Bonferroni. Para a analise estatistica 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

Ap0s 10 semanas da administracdo das dietas foi observado um aumento significativo
da média da massa corporal do grupo obeso (Figura 1A e B). Na 122 semana foi possivel
observar uma reducdo na média da massa corporal no grupo obeso+DMF quando comparado
ao grupo obeso+veiculo e controle+veiculo (Figura 1C). Entretanto, isso ndo foi observado no
grupo obeso+HT (Figura 1C).

Figura 1 - Massa corporal dos camundongos C57BL/6
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Legenda: A: Comparacgdo entre a massa corporal (g) dos animais controles e obesos na semana 0. B:
Comparacdo entre a massa corporal (g) dos animais controles e obesos na semana 10. C: Efeito da
administracdo de HT ou DMF na massa corporal dos animais controles e obesos apds 12 semanas.
Dados: n=7 - 10 animais por grupo, os resultados foram expressos por média * desvio padrdo, One-
way ANOVA com poés-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.2 Gordura epididimaria

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou a quantidade do tecido adiposo
epididimério apos 12 semanas (Figura 2). A administracdo de HT ou DMF ndo foi capaz de
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alterar a massa de gordura epididiméria nos grupos obeso+HT e obeso+DMF quando
comparado ao obeso+veiculo (Figura 2).

Figura 2 - Avaliacdo da massa da gordura epididiméria
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Legenda: Massa da gordura epididimaria em g corrigida pelo comprimento da tibia em cm dos animais
controles ou obesso ap6s 12 semanas de dieta (8 dias de lesdo). Dados: n=>5 - 7 animais por grupo,
os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.3 Tecido adiposo branco

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou o didametro dos adip6citos no
tecido epididimario dos animais apds 12 semanas de dieta (Figura 3A e B). A administracéo de
HT e DMF foi capaz de reduzir o diametro dos adipdcitos no tecido epididimario de animais
obesos quando comparado ao grupo obeso+veiculo e controle+veiculo ap6s 12 semanas de
dieta (Figura 3A e B).
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Figura 3 — Avaliagdo do didmetro dos adipocitos no tecido epididimario
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Legenda: A: Imagens representativas do tecido adiposo epididimario dos animais controles e obesos ap6s 12
semanas de dieta (8 dias apds a lesdo). Coloracdo de hematoxilina e eosina. Escala = 50 um. B:
Analise morfométrica do diametro dos adipdcitos no tecido epididimario apds 12 semanas de dieta
(8 dias apds a lesdo). Dados: n=5 — 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo, One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023

9.4 Teste oral de tolerancia a glicose

Apds 10 semanas da administracdo das dietas foi observado um aumento da area sobre
a curva no teste oral de tolerancia a glicose quando comparado ao grupo controle+veiculo
(Figura 4A e B). Apos 12 semanas nédo foi observada uma reducdo na area sob a curva nos
grupos obeso+HT e obeso+DMF quando comparado ao grupo obeso+veiculo e

controle+veiculo (Figura 4C).
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Figura 4 - Teste oral de tolerancia a glicose na semana 0 (basal) e apds 10 e 12 semanas
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Legenda: A: Teste oral de tolerancia a glicose antes da administracéo das dietas (semana 0 ou basal) dos
animais controles e obesos. B: Teste oral de tolerancia a glicose ap6s 10 semanas de dietas. C: Teste
oral de tolerancia a glicose ap6s 12 semanas de dieta. Dados: n= 5 — 7 animais por grupo, 0s
resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com pos-teste de
Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Nota: ASC: area sob a curva, u.a.: unidade arbitréria, ns: ndo significativo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil
fumarato.

Fonte: A autora, 2023.

9.5 Niveis sericos de triglicerideos, colesterol e HDL colesterol

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou os niveis séricos de triglicerideos,
colesterol e HDL colesterol quando comparado ao grupo controle+veiculo apds 12 semanas de
dieta (Figura 5A, B e C). A administracdo de HT reduziu os niveis séricos de triglicerideos,
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colesterol e HDL colesterol nos animais obesos quando comparado aos grupos obeso+veiculo
e controle+veiculo (Figura 5A, B e C) apds 12 semanas de dieta. A administracdo de DMF
reduziu os niveis séricos de colesterol e HDL colesterol nos animais obesos quando comparado

aos grupos obeso+veiculo (Figura 5A, B e C) ap0s 12 semanas de dieta.

Figura 5 - Niveis séricos de triglicerideos, colesterol e HDL colesterol
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Legenda: A: Niveis séricos de triglicerideos em mg/dL nos grupos controle e obeso ap6s 12 semanas de dieta
(8 dias ap6s a lesdo). B: Niveis séricos de colesterol em mg/dL nos animais controles e obesos apés
12 semanas de dieta (8 dias apds a lesdo). C: Niveis séricos de HDL colesterol em mg/dL nos animais
controles e obesos apds 12 semanas de dieta (8 dias apds a lesdo). Dados: n= 3 - 6 animais por grupo,
os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com pds-teste de
Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

Nota: d: dia, ns: ndo significativo, TGO: triglicerideo, HT: hidroxitirosol, DMF: dimetil fumarato.

Fonte: A autora, 2023.

9.6 Glicemia de jejum e niveis séricos de insulina

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou a glicemia de jejum quando
comparado ao grupo controle+veiculo (Figua 6A) apds 12 semanas de dieta. A administracdo
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de DMF, mas ndo a de HT, reduziu a glicemia de jejum nos animais obesos quando comparado
ao grupo obeso+veiculo e controle+veiculo (Figrua 6A) apos 12 semanas de dieta.

Os animais alimentados com uma dieta hiperlipidica apresentaram um aumento nos
niveis séricos de insulina quando comparado ao grupo controle+veiculo (Figura 6B) apo6s 12
semanas de dieta. A administragdo de HT ou DMF n&o alterarou os niveis séricos de insulina

nos animais obesos quando comparado ao grupo obeso+veiculo (Figura 6B) ap6s 12 semanas
de dieta.

Figura 6 - Glicemia de jejum e niveis séricos de insulina
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Legenda: A: Avaliacdo da glicemia de jejum em mmol/L nos grupos controle e obeso apds 12 semanas de
dieta (8 dias ap0s a lesdo). B: Niveis séricos de insulina em ng/mL nos animais controles e obesos
apos 12 semanas de dieta (8 dias ap0s a lesdo). Dados: n= 4 - 6 animais por grupo, os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.7 Analise do desenvolvimento de esteatose hepatica
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Foi possivel observar uma maior quantidade de goticulas lipidicas no citoplasma de
hepatocitos no figado de animais alimentados com uma dieta hiperlipidica quando comparado
ao grupo controle+veiculo (Figura 7A e B) ap06s 12 semanas de dieta. A administracdo de HT
n&o alterou o efeito da dieta hiperlipidica na esteatose hepatica apos 12 semanas de dieta (Figura
7A e B). Néo houve diferenga significativa no acimulo de goticulas lipidicas no tecido hepético
entre 0s grupos controle+veiculo, obeso+veiculo e obeso+DMF apds 12 semanas de dieta
(Figura 7A e B).

Figura 7 - Desenvolvimento de esteatose hepatica
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Legenda: A: Imagens representativas do parénquima hepético nos grupos controle e obeso ap6s 12 semanas
de dieta (8 dias apds a lesdo). Coloracdo de hematoxilina e eosina. Escala = 50 um. B: Densidade
de volume de goticulas lipidicas no citoplasma de hepatdcitos nos grupos controle e obeso expressa
em porcentagem (%) apds 12 semanas de dieta (8 dias apds a lesdo). Dados: n= 5 - 10 animais por
grupo, os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com pds-
teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.8 Marcadores da sintese de acidos graxos
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Os niveis de RNAmM de SREBP1, SCD1, ACC1 e FAS estavam aumentados no figado
dos animais alimentados com uma dieta hiperlipidica quando comparado ao grupo
controle+veiculo ap6s 12 semanas de dieta (Figura 8A-D). A adminsitrcdo de HT ou DMF
reduziu os niveis de SREBP1, SCD1, ACC1 e FAS no figado de animais obesos quando

comparado aos grupos obeso+veiculo e controle+veiculo apos 12 semanas de dieta (Figura 8A-
D).

Figura 8 - Niveis de RNAm de marcadores envolvidos na sintese de &cidos graxos
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Legenda: A-D: Niveis de RNAm de sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBP1),
stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1), acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1) e &cido graxo sintase (FAS)
no figado de animais controles e obesos por rRT-PCR apds 12 semanas de dieta (8 dias apds a lesdo).
Dados: n= 3 animais por grupo, os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-
way ANOVA com pos-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.9 Avaliacao do fechamento das lesdes

A administracdo de uma dieta hiperlipidica comprometeu o fechamento de lesdes
cutaneas em camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo ap6s 8 dias de lesdo
(Figura 9A-C). A administracdo de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipidica sobre o

fechamento da lesdo quando comparado aos grupos obeso+veiculo e controle+veiculo apos 8
dias de leséo (Figura 9A-C).
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Figura 9 - Avaliacéo do fechamento das lesdes
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Legenda: A: Imagens representativas das lesdes dos animais controles e obesos no dia da realizacao da lesdo (dia 0) e apds 3 e 7 dias. Escala = 1 cm. B: Porcentagem de
area lesada original apds 3 dias de lesdo. C: Porcentagem de area lesada original ap6s 8 dias de lesdo. Dados: n= 14 — 20 lesdes por grupo, os resultados foram
expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com poés-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.
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9.10 Avaliacédo histologica da re-epitalizagéo

A administracdo de uma dieta hiperlipidica comprometeu a re-epitelizacdo em lesdes
cutédneas em camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo ap6s 8 dias de lesdo
(Figura 10A-B). A administracdo de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipidica sobre
a re-epitelizacdo quando comparado aos grupos obeso+veiculo e controle+veiculo apds 8 dias
de lesdo (Figura 10A-C).

Figura 10 - Avaliacdo da re-epitelizacdo de lesdes
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Legenda: A: Imagens representativas da area lesada re-epitealizada nos animais controles e obesos apds 8
dias de lesdo. Escala = 200 um. B: Porcentagem de area lesada re-epitelizada ap6s 8 dias de lesao.
Dados: n=5 — 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média * desvio padrao,
One-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023

9.11 Deposicéo de fibras colagenas

A administragdo de uma dieta hiperlipidica comprometeu a deposicdo de fibras
colagenas na area lesada de camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo apos
8 dias de lesdo (Figura 11A-B). A administragdo de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta

hiperlipidica sobre a deposicdo de fibras coldgenas quando comparado aos grupos
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obeso+veiculo e controle+veiculo veiculo apés 8 dias de leséo (Figura 11A-B). Para confirmar
0 resultados obtidos na anélise histoldgica, os niveis de hidroxiprolina foram medidos na lesdo
dos animais através de um ensaio colorimétrico. A dosagem de hidroxiprolina confirmou os
resultados obtidos na analise histolégica (Figura 11C).

Figura 11 - Contetdo de fibras colagenas por analises histologica e bioquimica
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Legenda: A: Porcentagem de fibras coldgenas normalizada pela grupo controle+veiculo. B: Niveis de
hidroxiprolina em pg por mg de proteina total. Dados: n= 3 - 7 animais por grupo, os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.12 Espécies reativas de oxigénio e dano lipidico

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou a producdo de ROS na leséo de
camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo apos 8 dias de leséo (Figura 12A).
A administracdo de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipidica sobre a producao de
ROS quando comparado aos grupos obeso+veiculo e controle+veiculo apds 8 dias de lesdo
(Figura 12A).

A administracdo de uma dieta hiperlipidica aumentou a peroxidacéo lipidica na lesdo de

camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo apds 8 dias de lesdo (Figura 12B).
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A administracdo de HT ou DMF reverteu o efeito da dieta hiperlipidica sobre o dano lipidico
na &rea lesada dos animais quando comparado aos grupos controle+veiculo e obeso+veiculo

apos 8 dias de lesdo (Figura 12B).

Figura 12 — Producdo de espécies reativas de oxigénio e dano lipidico
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Legenda: A: Producdo de espécies reativas de oxigénios (ROS) na area lesada ap6s 8 dias. B: Quantificacdo
de malondialdeido (MDA) para avaliar o dano lipidico na area lesada apds 8 dias. Dados: n=3 - 7
animais por grupo, os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way ANOVA
com pds-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.

9.13 Ativacéo da via Nrf2

A administracdo de uma dieta hiperlipidica reduziu ativacdo do Nrf2 na leséo de
camundongos quando comparado ao grupo controle+veiculo ap6s 8 dias de lesdo (Figura 13).
Contudo, a administracdo de HT ou DMF promoveu a ativacdo do Nrf2 na lesdo de
camundongos alimentados com uma dieta hiperlipidica comparado aos grupos obeso+veiculo

e controle+veiculo apods 8 dias de lesdo (Figura 13)
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Figura 13 — Ativagéo da via Nrf2
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Legenda: A: Ativacdo do Nrf2 na éarea lesada nos grupos controle e obeso ap6s 8 dias de lesdo. Dados: n=3
- 7 animais por grupo, os resultados foram expressos como média + desvio padrdo, One-way
ANOVA com pés-teste de Bonferroni, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

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

Fonte: A autora, 2023.
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10 DISCUSSAO

No presente estudo camundongos C57BL/6 foram submetidos a um protocolo de
obesidade que consistiu na oferta de uma dieta hiperlipidica. Além disto, parte dos animais
alimentados com uma dieta hiperlipidica foram tratados com ativadores da via Nrf2 (HT ou
DMF). Apds 10 semanas foi observado o desenvolvimento da obesidade. Esse modelo é
apropriado para o estudo da obesidade (BARRETT et al., 2016). O camundongo C57BI/6 €
suscetivel a dieta hiperlipidica quando comparado com outras linhagens de camundongos
geneticamente manipulados e desenvolve caracteristicas tipicas a sindrome metabdlica em
humanos, como: obesidade, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hiperlipidemia,
hipertrigliceridemia, esteatose hepatica nao alcodlica e intolerancia a glicose (GLASTRAS et
al., 2016).

A obesidade esta associada ao consumo em excesso de nutrientes com o aumento da
massa corporal (PEREZ-CAMPOS MAYORAL et al.,, 2019). Apdés 10 semanas da
administracdo de uma dieta hiperlipidica os animais desenvolveram obesidade, resisténcia a
insulina, hiperlipidemia, esteatose hepética ndo alcoolica e intolerancia a glicose.

O tratamento do grupo obeso com HT ndo causou diminuicdo na massa corpérea 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 farmaco com efeito dose dependente
e ndo toxico (VELLOTI; BERNINI, 2023), entretanto, no presente estudo a dose de 1 mg/Kg
foi escolhida por ser a dose fisiologica recomendada pela European Food Safety Authority.
Portanto, essa dose menor poderia explicar a ndo reducdo da massa corporal com o tempo de
administracdo do HT de apenas 2 semanas, e por consequéncia, a ndo redugdo da gordura
epididimaria. Entretanto, outros estudos administraram doses por 4 semanas (GONZALEZ-
SANTIAGO et al, 2004) e 16 semanas (JEMAI et al, 2008) e ndo foi possivel observar alteracéo
na massa corporal no modelo com dieta hiperlipidica. Limitagdes quanto a forma de
administracdo e posologia dos estudos dificulta as conclusdes do HT sobre a massa corporal
dos animais.O tecido adiposo branco estoca o excesso de nutrientes nos adipécitos que sofrem
hiperplasia (aumento do numero de adipdcitos) e hipertrofia (aumento do diametro dos
adipdcitos). Os grupos obesos tratados com HT e DMF conseguiram reduzir estatisticamente o

diametro dos adipdcitos. Outros estudos j& observaram a redugdo da hipertrofia pelo HT
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(STEFANON; COLITTI, 2016), (DRIRA et al., 2011). A hipertrofia dos adipdcitos esta
associada com estresse mitocondrial, redugéo de adenosina trifosfato (ATP) e diminuicdo da
expressao de subunidades do complexo mitocondrial (PEYROL et al., 2017). O HT promove
biogénese mitocondrial via ativacdo do receptor PGC-1a (SCODITTI et al., 2019), principal
regulador da fosforilacdo oxidativa e detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (RIUS-
PEREZ et al., 2020). Além disso, causa 0 aumento da lipélise e bloqueio de genes que regulam
a via da adipogénese, incluindo o SREBP1 (STEFANON; COLITTI , 2016). No presente
estudo, o grupo HT reduziu a expressdo do SREBP1 e os niveis de triglicerideos, isso indica
que a lipdlise no tecido adiposo e a liberagdo de triglicerideos na circulagdo sanguinea foi
diminuida pelo HT.

A esteatose hepatica ndo alcodlica é definida como um acumulo excessivo de
triglicerideos nos hepatocitos. Na obesidade, esse acumulo leva a respostas inflamatorias,
estresse do reticulo endoplasmatico hepatico, apoptose celular e fibrose (WANG et al., 2018)
(ECHEVERRIA et al., 2018). O SREBP1 é conhecido por estar envolvido na sintese de
colesterol e acidos graxos. No animal obeso, com o estimulo lipogénico, o SREBP1c é
translocado para o nudcleo e ativa genes alvo como FAS, ACC1 e SCD1 (CAO KEL, et al.
2014). Esses marcadores regulam a sintese de &cidos graxos no figado e sua expressao aumenta
na obesidade, auxiliando no acimulo de gordura hepéatica. O HT regula negativamente a
ativacdo desses genes (WANG et al., 2018) (PRIORE, SICULELLA, GNONI, 2018). O grupo
obeso+HT reduziu significativamente a expressao do SREBP1 e de seus alvos, causando a
reducdo significativa dos niveis de triglicerideos, HDL colesterol e colesterol total. Esperava-
se uma reduc¢do da esteatose como consequéncia do tratamento, porém o grupo HT e DMF nédo
reverteram a esteatose hepéatica. Esse resultado é conflitante com outros trabalhos que
conseguiram reverter a esteatose (WANG et al., 2018) (ECHEVERRIA et al., 2018)
(HERNANDEZ-RODAS et al., 2017), entretanto, todos utilizavam uma uma posologia maior
de HT e o utilizavam apenas como suplemento e ndo como tratamento.

O DMF é um terapéutico aprovado pelo FDA para o tratamento de esclerose maltipla
(ROSITO M., et al. 2020). Ele também é um ativador da via Nrf2. A ativacdo dessa via pode
inibir a lipogénese. O estudo de Meakin et al, observou que camundongos blogueados para a
via do Nrf2 apresentaram niveis aumentados da expressao de genes reguladores da sintese de
triglicerideos ACC, FAS e SREBP1 (MEAKIN, et al. 2014). No presente estudo, o grupo
tratado com DMF reduziu significativamente a expressao destes genes. Isso explica a redugéo
de colesterol e HDL pelo grupo tratado, gerando perda de peso, redugédo da gordura epididimaria

e reducéo do tecido adiposo conforme apresentado. Outros estudos (VANANI, A.R. et al, 2021)
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também observaram a reducdo da expressdo 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) néo reduziu
a expressao.

A resisténcia a insulina € uma consequéncia da obesidade. Ela reduz a lipdlise e dificulta
a saida de acidos graxos dos adipacitos, dificultando a perda de massa e reducdo de trigliceridios
(SMITH et al., 2016) . E sugerido que a produgio excessiva de ROS e fatores pré inflamatérios
na obesidade esteja associado a resisténcia a insulina. O excesso de celulas inflamatorias no
tecido adiposo leva ao aumento de citocinas pré-inflamatorias que ativam a via do NF-xB no
tecido adiposo e figado (SHIRI, 2020). A proteina IRS1 atua como um intermediario entre o
receptor de insulina e a ativacdo de vias intracelulares que controlam a absorc¢éo da glicose. Sua
superfosforilacdo € um marcador para a resisténcia a insulina (WANG et al, 2018). A ativagdo
da via pro-inflamatéria do NF-xB causa a fosforilagdo da IRS1 que bloqueia a sinalizacdo da
insulina e, consequentemente, causa a sua resisténcia (SHIRI, 2020). O HT reverteu, no grupo
obeso, a resisténcia a insulina, avaliada atraves do teste oral de tolerancia a glicose e 0s niveis
de insulina. O HT é um ativador da via antioxidante do Nrf2. Estudos observaram que a ativacédo
da via do Nrf2 em adipécitos diminuiu a resisténcia a insulina com a ativacdo de genes
antioxidantes e redugdo de ROS celular (XUE et al., 2013).

O grupo obeso tratado com DMF conseguiu melhorar os niveis de glicemia em jejum e
insulina. Embora o tratamento tenha melhorado a captacdo de glicose pelas células, nédo
conseguiu reverter totalmente, visto que 0os camundongos continuaram resisténtes a insulina.
Isto explica a ndo revercdo significativa das areas de estetatose hepatica. Em condi¢6es normais,
apos o consumo de alimentos, o nivel de insulina aumenta promovendo glicogénese e inibindo
alipdlise (KITADE H., etal, 2017). A resisténcia a insulina promove uma constante lipogénese
e, consequentemente um aumento na inibicdo da lipolise. Isto causa um continuo acumulo
excessivo de triglicerideos levando ao estresse do reticulo endomplasmatico e deposicao de
gordura em locais ectdpicos como o figado (KITADE H., et al, 2017). Esse mecanismo &
confirmado pela ndo reducgdo dos niveis de triglicerideos pelo grupo DMF e consequente nao
reducdo significativa da esteatose hepatica no presente estudo. Outros estudos conseguiram
reduzir a resiténcia a insulina pelo tratamento com DMF (MIN L. et al., 2019) e reverter o
estado de esteatose hepatica (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 periodo de tempo (2

semanas).
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A obesidade é uma condigdo cronica que aumenta demasiadamente a fase inflamatéria
do reparo tecidual, aumentando o tempo de cicatrizagdo. No presente estudo, 0 grupo
obeso+veiculo, ap6s 3 dias da lesdo, ainda possuia uma area lesionada maior do que o grupo
controle+veiculo. Isso pode ser explicado pelo excesso de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-6 que impedem a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos impedindo o
fechamento da lesdo (NASCIMENTO, COSTA, 2006). Além disso, a obesidade esta
frequentemente ligada a resisténcia a insulina. Essa condi¢do reduz a mobilidade celular e
diferenciacdo de fibroblastos (DANG, 2017), prolongando ainda mais o reparo tecidual. Ja no
grupo obeso tratado com HT ou DMF foi possivel observar uma diminuicdo da area lesionada
apos 8 dias. Na obesidade, o continuo estresse do reticulo endoplasmatico gera ROS. Tanto o
HT quando o DMF séo ativadores da via Nrf2. Esse fator de transcri¢cdo, quando translocado
para o nucleo, promove a sintese de enzimas antioxidantes como NQO1, HO-1, SOD), CAT e
GPx (JASOLIYA et al., 2019). O fechamento das lesGes apds 8 dias pode ser explicado pela
ativacdo dessa via e, consequentemente, reducdo de ROS e danos oxidativos em lipidios e
proteinas. Isso permitiu que houvesse na fase reparadora, maior deposicdo de fibras colagenas
no grupos obesos tratados com HT e DMF.

Em condi¢cdes normais, a sinalizacdo antioxidante € ativada em resposta ao ROS
permitindo controle da inflamac&o, eliminacédo do dano oxidativo e fechamento da lesdo (YING
L. et al, 2018). Entretanto, na obesidade, ha uma alta producdo de ROS produzindo niveis
excessivos de radicais livres (SANCHEZ F. A. et.al, 2011) que excedem a capacidade de sua
eliminacdo pelo Nrf2. Este efeito leva ao atraso da cicatrizacdo (YIN L. et al, 2018). O
tratamento com DMF ativou a via e foi capaz de reduzir as espécies reativas de oxigénio
significativamente, assim como o dano lipidico. Com a reducéo de danos ao tecido, houve uma
melhora na regeneracdo tecidual confirmada pelo aumento de deposicdo de fibras colagenas e
sintese 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)

Ja foi demonstrado que o excesso das ROS em individuos obesos estimula a proliferacao
de pré-adipocitos, diferenciacdo de adipdcitos e o aumento de adipocitos maduros (SHIRI et al,
2020). Isto contribui para o prolongamento da obesidade. No presente estudo, a reducdo de
ROS nos grupos obeso+HT via ativacéo do Nrf2 explica a reducgéo na hipertrofia dos adipocitos.
Como o tratamento com HT é dose dependente, uma dose maior do composto poderia também
reduzir a massa da gordura epididimaria (gordura visceral) e, consequentemente, a massa total

dos animais.
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A principal diferenca entre o presente estudo e outros trabalhos que observaram melhora
nos parametros 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 necessario para observar o fechamento da lesdo e conseguir
realizar a coleta do material. Essa dose e o periodo de tempo de administragdo foi suficiente
para acelerar a cicatrizacdo, mas nao para reverter alguns parametros da obesidade como
esteatose hepatica e massa corporal. Entretanto, foi possivel verificar melhora na hipertrofia

dos adipdcitos e expressao génica da sintese de triglicerideos.
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CONCLUSAO

Os ativadores da via do Nrf2 (HT e DMF) conseguiram ativar a via antioxidante e
reduzir a quantidade de ROS na é&rea lesionada. Além disso, acelerou o reparo tecidual em
camundongos obesos diminuindo a &rea lesionada ap6s 8 dias, aumentando a area re-epitelizada
e deposicao de fibras colagenas.

Apenas o HT também conseguiu reduzir os niveis de trigliceridios, HDL colesterol e
colesterol em camundongos obesos indicada pela redugdo dos niveis de expressao dos genes
SREBP1, SCD1, ACCl e FAS. Portanto, foi possivel reverter a hipertrigliceridemia
caracteristica da obesidade.

Por outro lado, os ativadores ndo reverteram indicadores obesogénicos como aumento
da massa corporal, resisténcia a insulina, esteatose hepéatica e aumento de tecido adiposo branco.
Isso indica que o tratamento com HT e DMF foi capaz de melhorar a cicatrizagdo de lesoes

cutaneas em camundongos obesos e atenuou 0s principais parametros relacionados a obesidade.
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ANEXO A - Aprovacio do Comité de Etica
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DE DIFERENTES DIETAS NO
PROCESSO DE REPARO CUTANEO E NA PELE", registrada com o n° 012/2020, sob a
responsabilidade de Bruna Romana de Souza - que envolve a produ¢dao, manutengao ou
utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lei n°®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS
EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, em
reuniao de 01/12/2020.

Finalidade () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagao 01/12/2024

Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BL/6

N° de animais 96

Peso/ldade 20 gramas / 8 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério setorial

Rio de Janeiro, 01 de Dezembro de 2020.
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