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RESUMO

A obesidade é uma doenca com influéncias genéticas, sociais e ambientais e esta relacionada a
vérias doencas cronicas ndo transmissiveis como intolerancia a glicose, diabetes, hipertensdo
arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca e doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA).
A obesidade provoca hipoxia que tem como consequéncia a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, que por sua vez resultam em processo inflamatorio. A DHGNA, que também
leva a hipdxia, inclui um espectro de disturbios que vao desde a esteatose a esteatoepatite e,
finalmente, cirrose e hepatocarcinoma. O metabolismo hepatico alterado e a remodelacéo do
tecido na DHGNA perturbam a homeostase do oxigénio, gerando hipdxia grave do figado. A
suplementacdo de oxigénio pode ser utilizada no tratamento da hipdxia tecidual, no entanto, a
exposicao excessiva por longos periodos pode acarretar lesdes teciduais. Assim, considerando
que a DHGNA parece estar associada com obesidade e hipdxia, e que existem controvérsias em
relacdo ao papel da hiperdxia na protecdo/progressao de doencas hepaticas, o objetivo do estudo
foi avaliar os efeitos da hiperdxia na resposta oxidativa e na DHGNA em camundongos com
sobrepeso. Vinte e quatro camundongos da linhagem BALB/c (machos, adultos, 5-7 semanas
de idade) foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo (G1) recebeu uma dieta padrao por
12 semanas e o0 segundo grupo (G2) recebeu uma dieta rica em carboidratos refinados — 10%
de acUcar, 45% de dieta padrdo, 45% de leite condensado por 12 semanas. Apos o tratamento
dietético, G1 foi randomicamente dividido em Grupo Dieta Controle (GDC) e Grupo Dieta
Controle + Hiperdxia (GDCH), e G2 foi randomicamente dividido em Grupo Dieta com alto
teor de carboidratos refinados (GDR) e Grupo Dieta com alto teor de carboidratos refinados +
Hiperoxia (GDRH). GDCH e GDRH foram expostos a 100% de oxigénio por 24 horas e GDC
e GDR foram apenas expostos ao ar ambiente pelo mesmo periodo. Apds o término do
experimento os animais foram eutanasiados para coleta do figado a fim de executar as analises
histopatoldgicas e bioquimicas. Para analise estatistica foi utilizada ANOVA OneWay seguida
de pds-teste de Bonferroni. A atividade de SOD foi maior nos grupos expostos a hiperoxia
indicando ativagdo do sistema antioxidante nesses animais. Entretanto, a atividade de CAT foi
menor nos grupos GDCH, GDR e GDRH em relacéo aos controles e ndo houve diferencas na
peroxidacdo lipidica entre os grupos. Os resultados demonstraram aumento dos depoésitos de
gordura nos animais do GDR quando comparados aos GDC, GDCH e GDRH. A anélise
histopatoldgica revelou que todos os grupos com excecao do controle apresentaram um influxo
inflamatdrio. Esse resultado mostrou que tanto a dieta rica em carboidratos, quanto a exposi¢ao
a hiperoxia podem levar lesbes hepaticas, tais como, congestdo sinusoidal, hiperemia e
infiltrado inflamatdrio. Entretanto, a dieta rica em carboidratos isolada foi capaz de provocar
lesbes mais severas do que a exposicdo isolada a hiperoxia. Além disso, a hiperdxia foi capaz
de amenizar as lesdes provocadas pela dieta rica em carboidratos, inclusive a esteatose,
sugerindo efeito protetor da hiperdxia na doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica. Assim,
podemos inferir que a hiperdxia possui papel protetor na DHGNA, entretanto, estes dados
sugerem mais estudos para uma definicdo dos tempos de exposicdo em terapias futuras para
melhorar a seguranga da oxigenoterapia em pacientes.

Palavras-chave: obesidade/sobrepeso, hiperdxia, inflamacdo hepética, doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica, radicais livres.
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ABSTRACT

Obesity is a disease with genetic, social and environmental influences and is related to several
chronic noncommunicable diseases such as glucose intolerance, diabetes, hypertension, heart
failure and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Obesity leads to hypoxia (decreased
oxygen supply to tissues) and consequently, the production of proinflammatory cytokines,
which results in an inflammatory process. NAFLD, which also leads to hypoxia, includes a
spectrum of disorders ranging from steatosis to steatohepatitis and ultimately cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Altered liver metabolism and tissue remodeling in NAFLD disrupt
oxygen homeostasis, resulting in severe liver hypoxia. Oxygen supplementation may be used
to treat tissue hypoxia; however, overexposure over long periods may lead to tissue damage.
Considering that NAFLD appears to be associated with obesity/overweight and hypoxia, and
there is controversy regarding the role of hyperoxia in the protection/progression of liver
disease, the aim of this study was to evaluate the effects of hyperoxia on oxidative response and
in NAFLD in mice with overweight. Twenty-four BALB/c mice (males, adults, 5-7 weeks old)
were divided into two groups: the first group (G1) received a standard diet for 12 weeks and
the second group (G2) received a refined carbohydrate diet (high calorie diet) - 10% sugar, 45%
standard diet, 45% condensed milk for 12 weeks. After dietary treatment, G1 was randomly
divided into Control Diet Group (GDC) and Control + Hyperoxia Diet Group (GDCH), and G2
was randomly divided into Hypercaloric Diet Group (GDR) and Hypercaloric Diet + Hyperoxia
Group (GDRH). GDCH and GDRH were exposed to 100% oxygen for 24h and GDC and GDR
were only exposed to ambient air for 24h. After the end of the experiment the animals were
euthanized to collect liver in order to histopathologic and biochemical analyzes. Statistical
analysis was performed using One Way ANOVA followed by Bonferroni post-test. SOD
activity was higher in groups exposed to hyperoxia indicating antioxidant system activation in
these animals. However, CAT activity was lower in GDCH, GDR and GDRH groups compared
to controls and there were no differences in lipid peroxidation between groups. The results
showed increased fat deposits in GDR animals when compared to GDC, GDCH and GDRH.
Histopathological analysis revealed that all groups except the control group had an
inflammatory influx. This result showed that both carbohydrate-rich diets and exposure to
hyperoxia can lead to liver lesions such as sinus congestion, hyperemia and inflammatory
infiltrate. However, the high carbohydrate diet alone was able to cause more severe injuries
than the isolated exposure to hyperoxia. Furthermore, hyperoxia was able to minimize the
damage caused by the high-carbohydrate diet, including steatosis, suggesting a protective effect
of hyperoxia in nonalcoholic fatty liver disease. Thus, we can infer that hyperoxia plays a
protective role in NAFLD, however, these data suggest further studies for a definition of
exposure times in future therapies to improve the safety of oxygen therapy in patients.

Key words: obesity/overweight, hyperoxia, liver inflammation, nonalcoholic fatty liver
disease, free radicals
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1. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca multifatorial complexa com influéncias genéticas, sociais e
ambientais (FRIEDMAN, 2009). Segundo a Organizacgdo Mundial da Saude (OMS) a
obesidade é definida como um acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta risco a
salde. Tal situacéo resulta de um desequilibrio entre ingestdo de alimentos e gasto de energia
a favor da quantidade de energia ingerida em comparacdo com a energia gasta (WHO, 2018).
A prevaléncia mundial de sobrepeso e obesidade dobraram desde 1980, a ponto de quase um
terco da populacdo mundial ser classificada com sobrepeso ou obesidade (GLOBAL BURDEN
OF DISEASE COLLABORATIVE NETWORK, 2017).

A prevaléncia de obesidade € maior em mulheres do que homens e aumenta com a idade
(SWINBURN et al., 2011). Embora a obesidade varie entre paises e regifes, essas tendéncias
sdo relativamente uniformes em todo o mundo (GLOBAL BURDEN OF DISEASE
COLLABORATIVE NETWORK, 2017). O aumento da prevaléncia de obesidade
provavelmente é devido a uma interacdo complexa entre mudancas no ambiente alimentar, ativi
dade fisica, fatores socioecondmicos, ambientais e genéticos (CHOOI; DING; MAGKOS,
2019). O indice de massa corporal (IMC) é normalmente usado para definir sobrepeso e
obesidade em estudos epidemioldgicos. O IMC é calculado dividindo a massa corporal em (kg)
pela altura ao quadrado em (m?), como mostra a seguinte formula: IMC= (kg/m?) (WHO,
2018). Se o resultado dessa equagdo for entre 30 a 34,9; 35 a 39,9 ou > 40 o individuo sera
classificado com obesidade grau I, 11 ou I11, respectivamente (JAMES et al., 2001). Em modelos
experimentais de camundongos, a obesidade pode ser calculada pelo indice de adiposidade (1A)
que € obtido pela soma do tecido adiposo periuterino (TAP) ou tecido adiposo epididimal
(TAE), tecido adiposo retroperitonial (TAR) e tecido adiposo mesentérico (TAM) dividido pela
massa corporal vezes cem, conforme mostra a formula a seguir: 1A= (TAP ou TAE + TAR +
TAM) / massa corporal x100 (OLIVEIRA et al., 2013).

No entanto, o IMC tem baixa sensibilidade e existe uma grande variabilidade na
porcentagem de gordura corporal para qualquer valor de IMC, parcialmente atribuido a idade,
sexo e etnia. Por exemplo, os asiaticos tém maior porcentagem de gordura corporal do que 0s
caucasianos para 0 mesmo IMC (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019).
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A doenca hepaética gordurosa ndo-alcoolica (DHGNA) é considerada a forma mais comum
de doenca hepatica crénica com prevaléncia de 30% na popula¢do mundial, sendo associada
com obesidade/sobrepeso e diabetes. Nos Estados Unidos a DHGNA afeta 30% da populagéo
e 90% dos individuos obesos (IMC>40 kg/m?) (BOSCH et al., 2004; PAGE; HARRISON,
2009). As alteracbes morfologicas encontradas na DHGNA séo semelhantes aquelas
encontradas na hepatite alcéolica, caracterizando-se por acimulo de lipideos no parénquima
hepético (esteatose simples), esteatose com hepatocitos balonados e inflamacdo lobular
(esteatoepatite), alteracGes necro-inflamatorias, fibrose e regeneracdo lobular (cirrose) em
individuos sem consumo consideravel de alcool (AMERICAN GASTROENTEROLOGICAL
ASSOCIATION, 2002; BYRNE, 2010). A esteatose hepatica € a etapa chave no
desenvolvimento e progressdo de patologia subsequente e ainda ndo houve sucesso no
tratamento farmacoldgico dessa condicdo (SUZUKI et al., 2014). Assim, existe grande interesse

no desenvolvimento de terapias para a esteatose hepatica.

A hipoxia foi descrita na zona pericentral dos I6bulos hepaticos na doenga hepatica
gordurosa alcodlica (DHGA) (VIDELA; BERNSTEIN; ISRAEL, 1973; ARTEEL et al., 1997;
FRENCH, 2004), e foi sugerido que o baixo gradiente de oxigénio seria uma das causas da
esteatose hepatica e das desordens subsequentes (JUNGERMANN; KIETZMANN, 2000).
Estudos mais recentes descreveram a hipoxia também na DHGNA (MANTENA et al., 2009).
Assim, 0 metabolismo hepatico alterado e a remodelacdo do tecido na doenca hepética
gordurosa perturbam a homeostase do oxigénio, resultando em hipdxia grave do figado
(NASRIN et al., 2010; SUZUKI et al., 2014).

A diminuicéo das trocas gasosas devido a constri¢cao dos capilares sinusdides hepaticos, ao
inchaco dos hepatocitos e ao acimulo de cicatriz fibrotica, resulta no desenvolvimento de
hipoxia na DHGNA (KONDO et al., 2010). Nesse sentido, a suplementacdo de oxigénio pode
ser usada para o tratamento de hipdxia tecidual, no entanto, a exposicao excessiva por longos
periodos, esta associada a producdo de citocinas pro-inflamatdrias tais como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1-beta (IL-1R) (VALENCA et al.,
2007; NAGATO et al., 2012).

O oxigénio tem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) que em altas
concentragdes sdo capazes de promover dano oxidativo bioldgico nas moléculas tais como
proteinas e acidos graxos oligoinsaturados das membranas celulares (MARTINS CHAVES et
al., 2000; FUBINI; HUBBARD, 2003). Entretanto, nosso organismo disponibiliza de um
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sistema de defesa antioxidante constituido por enzimas antioxidantes como a superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), sendo que a primeira age
realizando a dismutacdo do &nion superdéxido (O2) e as demais decompdem o peroxido de
hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (O2) (BARBOSA et al., 2010). Mesmo assim,
algumas vezes ocorre um desbalanco entre a producdo de ERO e defesa antioxidante, o que
caracteriza o estresse oxidativo (HALLIWELL, 1989; YU, 1994).

Existem controvérsias sobre o papel da hiperoxia na protecdo/progressdo de doencas
hepaticas. Estudos realizados em ratos intoxicados com tetraclorido de carbono (CCl4)
(BERNACCHI et al., 1984), em pacientes com cirrose hepatica (KREIMER et al., 2011) e em
ratos submetidos a isquemia e reperfusdo (LOSADA et al., 2014) indicaram um efeito protetor
da hiperoxia para o tecido hepatico. Por outro lado, estudos realizados em modelo animal de
fibrose hepatica demonstraram que tanto a hipoxia quanto a hiperdxia aceleraram a progressao
da fibrose hepéatica em ratos (LEE; DO; KIM, 2014). Além disso, ZANGL et al. (2014)
demonstraram, em modelo animal de isquemia/reperfusdo, que a hiperoxia agravou a lesdo

hepatica em camundongos.

Considerando que a DHGNA parece estar associada com a obesidade/sobrepeso e com
hipdxia, que ainda ndo houve sucesso no tratamento farmacoldgico dessa condicdo e que
existem controvérsias em relacdo ao papel da hiperdxia na progressdo de doencas hepaticas,
nosso objetivo é avaliar os efeitos da dieta rica em carboidratos refinados e da hiperdxia na
resposta oxidativa hepatica e na DHGNA de camundongos BALB/c.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O aumento da prevaléncia da obesidade tornou-se um grande problema de satide mundial
em adultos, bem como em criancas e adolescentes (ROTH et al., 2004). A obesidade é uma
doenca com influéncias genéticas, sociais e ambientais. A prevaléncia mundial de sobrepeso e
obesidade aumentou em mais de 27% nas Ultimas trés décadas, elevando o numero de
individuos afetados para aproximadamente 2,1 bilhdes (NG; FLEMING; ROBINSON, 2014).
A prevaléncia mundial de obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016 (WHO, 2018). Em 2016,
mais de 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais estavam obesos, 39% (39% dos homens e
40% das mulheres) estavam acima do peso. No geral, cerca de 13% da populacdo adulta do
mundo (11% dos homens e 15% das mulheres) eram obesos em 2016 (WHO, 2018).

A ocorréncia da obesidade esta cada vez mais acentuada e esta associada a véarias doencas
cronicas nao transmissiveis como hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, resisténcia a
glicose, diabetes, cancer e doenca hepética gordurosa nao alcotlica (DHGNA) (BESKE et al.,
2002; BHASKARAN et al.,, 2014). Modelos experimentais de obesidade tém sido
desenvolvidos com a finalidade de compreender a fisiopatologia dessa doenga (YORK, 1996).
Segundo, DIEMEN et al, (2006) o modelo de obesidade experimental que mais se assemelha a
obesidade humana esta condicionado a dietas com alto teor de carboidratos refinados e provou
ser eficaz na inducdo da obesidade (DIEMEN et al., 2006).

A prevaléncia crescente de obesidade e as varias doencgas crénicas ndo transmissiveis
associadas a ela promoveu o entendimento do tecido adiposo como participante, potencialmente
ativo, no controle dos processos fisioldgicos e patoldgicos (KRALISCH et al., 2006). O tecido
adiposo é considerado um érgdo enddcrino capaz de mediar efeitos bioldgicos no metabolismo
e inflamacdo, contribuindo para a manutencdo da homeostase energética e, provavelmente, para
a patogénese de complicacdes metabolicas (WOZNIAK et al., 2009). O tecido adiposo é
considerado um Orgao endocrino por secretar citocinas pré-inflamatorias tais como Factor de
Necrose Tumoral-a (TNFa), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), ligante de quimiocina
5 (CCL5) e citocina anti-inflamatoria interleucina 10 (IL- 10), bem como hormdnios como
resistina, leptina e adiponectina envolvidos na resposta inflamatéria e na sensibilidade a
insulina. Sendo assim, a obesidade é considerada uma inflamacdo crénica (JUGE-AUBRY;
MEIER; HENRICHOT, 2005; ANTUNA-PUENTE et al.,, 2008; RADIN; SHARKEY;
HOLYCROSS, 2009). CINTI (2012) demonstrou a complexidade do érgdo adiposo com

propriedades altamente plasticas que inclui a capacidade de suas células parenquimatosas (0s
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adipdcitos) de reprogramar seus genes e transdiferenciar em células com uma morfologia e
fisiologia diferentes, o que pode ser explorada na proxima geracao de estratégias terapéuticas

para combater a crescente incidéncia de doengas metabolicas, como a obesidade.

Estudos mostram que a obesidade leva a hipoxia, ou seja, diminuigdo da oferta de oxigénio
aos tecidos, e como consequéncia a hipdxia desregula a producdo de adipocitocinas nos
adipocitos (NOROUZIRAD; GONZALEZ-MUNIESA; GHASEMI, 2017). Esse efeito é
mediado pelo estresse do reticulo endoplasmatico e pela regulacéo pds-transcricional. Assim, a
hipoxia do tecido adiposo local é parcialmente responsavel pela producdo desregulada de
adipocitocinas e pela sindrome metabdlica na obesidade (HOSOGAI et al., 2007; KAWASAKI
et al., 2012). Estudos realizados em humanos e roedores demostraram que ha producéo de
citocinas pro-inflamatdrias que promovem a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, o que
resulta em um processo inflamatério (WEISBERG et al., 2003; CANCELLO et al., 2005).

A obesidade é um dos fatores de risco principais para o desenvolvimento da DHGNA.
DHGNA é agora a principal causa de doenca hepatica crénica nos EUA e na Europa e esta
aumentando em todo o mundo (YOUNOSSI et al., 2017). O aumento na prevaléncia da
obesidade/sobrepeso €, portanto, o principal fator para a maior prevaléncia de DHGNA. A
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) representa um espectro de doenca hepatica
com estagios-chave que consistem em esteatose hepatica, esteato-hepatite, fibrose e cirrose
(SATTAR; FORREST; PREISS, 2014).

O oxigénio é um dos agentes terapéuticos mais utilizados possuindo uma gama distinta de
doses e efeitos adversos bem definidos em altas doses (TIBBLES; EDELSBERG, 1996). O
oxigénio esta amplamente disponivel e é geralmente prescrito por equipe médica em condicGes
especificas para aliviar ou prevenir hipdxia tecidual (NATHAN, 2003). Acredita-se que a
toxicidade do oxigénio resulta da formacdo de ERO que excedam a quantidade que pode ser
desintoxicada pelos sistemas antioxidantes disponiveis nos tecidos. Embora os mecanismos de
dano das espécies reativas de oxigénio a uma matriz substancial de sistemas celulares como
proteinas, enzimas, lipidios da membrana e &cidos nucleicos ja tenham sido caracterizados, ha
grandes lacunas na compreensao dos estagios intermediarios das cascatas fisiopatoldgicas que
seguem essas reacOes (BITTERMAN, 2009).
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A hiperoxia também possui efeitos benéficos. Tem a capacidade de reverter um quadro de
hipdxia e auxilia na reducao de inflamacdo local (QUINTERO et al., 2010). Em um estudo
feito por ERCIN et al (2009) em ratos, o tratamento de OHB (Oxigenoterapia Hiperbarica) com
100% de oxigénio aplicado por 7 dias foi significativamente eficaz na redugéo da gravidade da

colite, na prevencdo da perda de peso e na reducdo da atividade do 6xido nitrico (NO).

DHGNA parece estar associada com a obesidade/sobrepeso e com hipdxia. Estudos que
avaliam o efeito da hiperoxia na DHGNA ainda s&o poucos, demonstrando assim a necessidade
de estudos mais especificos para compreender 0s mecanismos envolvidos no processo e avaliar

as controvérsias em relacdo ao papel da hiperdxia na progressdo de doencas hepaticas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar os efeitos da dieta com alto teor de carboidratos e da hiperoxia na histopatologia

e na resposta oxidativa hepética de camundongos BALB/c.

3.2. Especificos

« Analisar o padrao histologico do parénquima hepatico

« Analisar o processo inflamatdrio no parénquima hepatico.
« Avaliar oxidacéo de lipideos no tecido hepatico

« Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes.

4. METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizados 24 camundongos BALB/c, machos, adultos, com idade entre 5 a 7
semanas, provenientes do biotério do Laboratério de Nutricdo Experimental da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura e umidade controladas (21 + 2 °C, 50 + 10%, respectivamente), submetidos aos
ciclos invertidos claro/escuro de 12 h (luzes artificiais, 19 as 7h) e exaustdo 15 min/h. O
presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) protocolo nimero 2013/58 (ANEXO). Os
animais foram divididos em quatro grupos de seis animais: Grupo Dieta Controle (GDC):
animais que receberam uma dieta padréo para roedores (AIN-93M) durante 12 semanas;
Grupo Dieta Controle e Hiperdxia (GDCH): animais que receberam uma dieta padréo para
roedores (AIN-93M) durante 12 semanas e foram expostos a hiperdxia por 24 horas; Grupo
Dieta com alto teor de carboidratos (GDR): animais que receberam uma dieta com alto teor
de carboidratos para roedores durante 12 semanas; Grupo Dieta com alto teor de carboidratos
e hiperoxia (GDRH): animais que receberam uma dieta com alto teor de carboidratos para

roedores durante 12 semanas e foram expostos a hiperoxia por 24 horas.
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4.2. Dietas

Os animais dos grupos GDC e GDCH foram alimentados com ragéo padrdo (AIN-93M),
Labina-Purina e os camundongos dos grupos GDR e GDRH foram alimentadas com racao
de alta palatabilidade, composta por 10% de acUcar cristal, 45% de racdo comercial e 45%
de leite condensado Nestlé® utilizada para promover a sobrepeso ou obesidade nos animais
conforme descrito anteriormente (MENEZES-GARCIA et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2013). A racdo de alta palatabilidade foi preparado no laboratério de fisiopatologia
experimental (LAFEX). Todos os requerimentos nutricionais apresentados por ambas as

racdes estdo compativeis com as recomendacdes do Council (1995).

Dieta controle Dieta rica em

carboidratos refinados

kcal/g 40 44
Carboidratos (%) 65.8 74,2
Gordura (%) 31 5.8
Proteina (%) 31.1 20
Sacarose (g/100g) 37.0 48.4

Figura 1. Composicdo nutricional e andlise quantitativa de sacarose da dieta controle e da dieta rica em
carboidratos refinados (OLIVEIRA et al., 2013).

4.3. Exposicéo ao oxigénio

Foram adquiridos da empresa White Martins (Sdo Paulo, SP, Brazil) quatro cilindros
contendo Oz medicinal (8.000L de O/cilindro). Estes, foram acoplados a uma vélvula
reguladora de pressao e um fluxémetro (com amplitude de mensuracéo de 0-15L/min.). Um
conduto de silicone conecta o fluxdbmetro a uma cémara de isolamento de vidro
(transparente), hermeticamente fechada, previamente descrito por (NAGATO et al., 2009).
Os animais do grupo GDCH e GDRH foram colocados na camara no tempo zero (t=0) e
oxigénio foi administrado durante 24 horas, com fluxo continuo de 10 L/min. Os animais
do GDC e GDR foram expostos ao ar ambiente as mesmas condi¢des dos outros grupos
experimentais. Trabalho desenvolvido por Nicia Pedreira Soares.(SOARES, 2015;
SOARES et al., 2016).
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Figura 2. Esquema representativo da exposicdo ao oxigénio (O2: oxigénio, L: litros, m: minutos, cm:
centimetros). (NAGATO et al., 2009, 2012).

4.4. Eutandsia, processamento e homegeneizado do tecido hepatico

Apobs o término do experimento todos os animais foram submetidos & anestesia com
ketamina (130 mg/kg) e xilazina (0,3 mg/kg) e o torax aberto e foi realizada uma incisdo no
terceiro espaco intercostal para eutanasia por exsanguinacdo. Imediatamente ap0s a eutanasia,
o tecido hepatico foi perfundido para remover o excesso de sangue. Assim, fragmentos de tecido
hepéatico foram coletados, e fixados em formol tamponado 4% por 24-48 horas, e depois
processados rotineiramente para inclusdo em parafina. Os cortes histolégicos de 4 micrémetros

foram corados em Hematoxilina e Eosina para as analises histopatolégicas e morfomeétricas.

Parte do tecido hepatico foi mantida em gelo até o final do procedimento, a fim de evitar
lise celular. Estas amostras mantidas em gelo foram centrifugadas (Centrifuga Micro FANEM
mod. 243M, S&o Paulo, Brasil) a 1500 x g (4.700 RPM) por 10 minutos e o sobrenadante
coletado e estocado em freezer (-80°C).

4.5. Coloragdo com Hematoxilina e Eosina

Secgdes de figado fixadas em laminas histoldgicas de vidro foram desparafinadas em xilol
e hidratadas em uma serie decrescente de alcoois (absoluto 90°, 80° e 70°). Apds hidratagéo as
laminas foram coradas por 1 minuto e 30 segundos pela solucdo de Hematoxilina Harris,
seguida de diferenciacdo em agua corrente por 30 minutos. As laminas foram posteriormente
coradas pela solucéo de Eosina por 40 segundos, desidratadas em série crescente de &lcoois

(70°, 80°, 90° e absoluto) e montadas com laminula e solugéo de Entellan.
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4.6. Alterac0es histopatologicas do parénquima hepatico

As anélises histopatologicas foram realizadas morfologicamente, de maneira semi-
quantitativa em microscopia éptica no aumento de 40x e de maneira quantitativa em técnicas
de Morfometria e Densitometria Digital atraves da digitalizacdo de 20 imagens de cada grupo
de animais em microscopio LEICA DM5000B acoplado a camera digital da LEICA DFC
300FX por intermédios do Software Leica Aplications. Apds obtencdo das imagens na
fotodocumentacéo utilizando o software Leica Application Suite V 3.6, elas foram analisadas
utilizando a ferramenta na plataforma de morfometria/analise de imagem para obtencdo de
dados dos fendmenos degenerativos, tais como, inflamacao, degeneracao hidropica, congestao
sinusoidal, hiperemia, presenca de granulomas e esteatose. Foi realizada a contagem de nucleos
inflamatdrios no parénquima hepético utilizando o software Leica Application Qwin V3. As
analises de Esteatose foram realizadas através do programa ImageJ/Fiji 1.46r (desenvolvido por
Wayne Rasband do Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland), com cddigo-fonte livre, para quantificacdo de areas com essa lesdo. Foi realizada
andlise semi-quantitativa em todos o0s grupos para determinar a porcentagem de esteatose.

4.7. Biomarcadores de estresse e dano oxidativo
4.7.1. Niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbittrico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi determinada através do ensaio de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) utilizando o método descrito por (BUEGE; AUST, 1978). A
determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do &acido tiobarbitdrico
(TBA) em se ligar a lipideos oxidados. Resumidamente, 100 mg do parénquima hepético foram
homogeneizados com 1 mL de tamp&o por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi retirado e
usado como amostra biologica. 500 pL. do sobrenadante do homogenato foram misturados com
acido tricloroacético (TCA) (28% p/v em HCL 0,25N) e TBA (1% em acido) e colocados em
banho de gelo. O precipitado foi removido por centrifugagdo a 13000 rpm por 10 minutos a 4°
C, e a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 535 nm. A concentracdo de TBARS foi
determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar (e= 1,56 x 105L x mol-1 x cm-1),
seguindo a lei de Lambert Beer. Os resultados foram expressos em nmol/mg ptn (SOARES et
al., 2016).
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4.7.2. Atividade de enzimas antioxidantes: Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade de Superdxido Dismutase (SOD) foi mensurada no homogeneizado tecidual de
acordo com o meétodo descrito por Marklund e Marklund. O método é baseado na capacidade
da SOD em inibir a auto-oxidacdo do pirogalol. Os reagentes utilizados foram: fosfato de
potéssio monobéasico (KH2POs), fosfato de sdédio dibasico (Na2HPO4), Pirogalol e MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]- 2,5-difenilterazolio) e Dimetilsulfoxido (DMSO). Para a
realizacdo da dosagem, fragmentos de 50 mg de tecido foram homogeneizados com 500 pL
tampdo fosfato (pH 7,0), em seguida, centrifugados por 10 minutos a 12000 rpm a 4°C. O
sobrenadante obtido apés a centrifugacédo foi pipetado em placa de 96 pocos seguido a adicao

dos reagentes.

A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C, logo apés 150uL de DMSO foram adicionados
para parar a reacao. Posteriormente as absorbancias foram determinadas em espectrofotdometro
de placas a 570 nm. Apds a leitura da placa o valor de absorbancia foi convertido em unidade
de SOD pela subtracdo do valor de absorbancia da amostra pelo valor do branco, seguido pela
divisdo desse valor pelo encontrado na subtracdo do padrdo pelo branco. O resultado foi

representado em U/mg ptn.

4.7.3. Atividade de enzimas antioxidantes: Catalase (CAT)

A atividade de Catalase (CAT) foi mensurada de acordo com o0 método descrito por (AEBI,
1984) a partir do decréscimo de H>O2 a uma absorbancia de 240 nm. O método se baseia na
decomposicdo enzimética do H20O. em um intervalo de 60 segundos por espectrofotometria.
Para a preparagédo das amostras 100 mg do tecido foram homogeneizados com 1 mL de tampéo
fosfato 0,1M (pH 7,2) em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm a

4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra bioldgica.

Foram utilizados os reagentes: tampéo fosfato e peréxido de hidrogénio. Apds o preparo
dos reagentes foi iniciada a leitura em espectrofotometro. O tampdo com o peroxido foi
aliquotado juntamente com cada amostra em cubeta de quartzo (970 pL e 30 pL,
respectivamente) e lidos a 240 nm durante 60 segundos, com registros a cada 10 segundos. A
atividade da catalase foi determinada pela diminuicéo da absorbancia a 240 nm, de acordo com

a Lei de Lambert Beer, onde 1 U equivale a 1 umol de hidrélise de H2O> por minuto, por mL.
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4.7.4. Proteina Carbonilada

Espécies reativas de oxigénio podem reagir com proteinas causando modificacao oxidativa
de proteinas e formacdo de compostos carbonilicos, que podem ser detectados por métodos
sensiveis. Para a determinacdo de proteina carbonilada é utilizado um protocolo adaptado do
método descrito por Reznick e Packer (1994) . 500 uL do homogeneizado hepético € colocado
em tubos de polipropileno e adicionados e 500 pL de TCA 10%, mistura-se no vortex e em
seguida as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante €
descartado e o precipitado é misturado com 500 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). As
amostras sdo mantidas em temperatura ambiente e no escuro, por uma hora e a cada 15 minutos
sdo misturadas no vartex. Ao final do periodo ¢ acrescentado 500 pL de TCA e as amostras sdo
novamente centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm. O sobrenadante € descartado e 1 mL da
mistura de etanol/acetato de etila (1:1) é adicionado aos tubos e misturados no vortex e
novamente centrifugados, essa etapa da reacdo foi repetida por duas vezes. Apds a segunda
lavagem com a solucdo de etanol/acetato de etila o sobrenadante é descartado e adicionou-se 1
mL de Dodecil sulfato de sddio (SDS) 6% mistura-se no vortex e centrifugou-se a 10000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes sdo lidos no espectrofotometro a 370 nm. A
concentracdo de proteina carbonilada nas amostras foi determinada de acordo com a equagéo

de Lambert Beer, obtendo os resultados em mmol/mL.

Para a determinacdo da concentracdo de proteina carbonilada em relacdo a concentracéo de
proteinas totais utilizou-se o valor encontrado na analise de proteinas pelo método de (Bradford,
1976).

4.8. Analises estatisticas

As normalidades de todos os dados foram testadas por meio do teste de Kolmogorv
Smirnov. Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média e avaliados pelo software
GraphPad Prism 5.0. Foi utilizada analise de variancia One way ANOVA com poés-teste de

Bonferroni e a diferenga significativa foi considerada quando o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises morfoldgicas e morfometricas do tecido hepatico

A figura 3 apresenta imagens representativas das caracteristicas morfoldgicas dos
camundongos BALB/c submetidos a véarios tratamentos. Como esperado, o grupo controle
(GDC) que recebeu a dieta padrdo e foram expostos ao ar ambiente, apresentou figado com
parénquima preservado apresentando hepatocitos e capilares sinusoidais com caracteristicas
usuais (figura 3A, tabela 1). Uma das lesdes observadas com maior frequéncia neste estudo foi
a degeneracdo hidropica, também chamada de degeneracdo balonizante ou vacuolar,
caracterizada pelo acimulo citoplasmatico de agua e eletrolitos, deixando as células com
citoplasma claro a coloracdo histologica, com aspecto granuloso e alteracdo da propor¢édo
citoplasma/nucleo (figuras 3A-F). Esta alteracdo, em estagios avangados, provoca compressao
dos capilares sinusoides deixando-os pouco visiveis e dificultando a circulacdo sanguinea. A
analise morfologica demonstrou degeneragdo hidropica em todos os grupos (figura 3A-E),

entretanto, em estagio mais avancado no grupo GDR (figura 3E).

O grupo que recebeu dieta padréo e foi submetido a hiperéxia (GDCH) apresentou em sua
maioria, caracteristicas morfologicas semelhantes ao grupo controle, entretanto, 50% destes
animais apresentou algum nivel de infiltrado inflamatdrio lobular e portal (figura 3B, tabela 1),
33% apresentou congestédo sinusoidal (caracterizada pela retencdo de sangue no interior dos
capilares sinusdides) e 17% apresentou hiperemia (acimulo de sangue por dilatacdo da veia
porta e da veia centro-lobular) (tabela 1). Este resultado pode ser explicado pela duracdo de
exposicdo a hiperdxia. De acordo com LOSADA et al. (2014), o tempo de exposi¢do € critico
na prevaléncia de efeitos benéficos ou deletérios. HOVAGUIMIAN et al. (2013), em uma
metanalise demonstraram que a hiperdxia (80% de O2 inspirado) diminuiu o risco de infec¢do
do local cirlrgico, tanto apds a cirurgia eletiva quanto de emergéncia, sem um grande risco de
atelectasia pos-operatdria. Um outro estudo mostrou o efeito benéfico de hiperdxia em roedores
(95% de O2 inspirado) em que o volume de infarto foi reduzido em 58,6% e 64,4% com 16 e
24 horas de exposicéo, respectivamente. Além disso, a pontuacédo de deficit neuroldgico reduziu
significativamente com 16 e 24 horas de exposicdo. (BIGDELI; KHOSHBATEN, 2008).
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A dieta rica em carboidratos refinados (GDR) provocou muitas alteracGes do parénquima
hepatico caracteristicas da DHGNA, corroborando com resultados postulados por AZZALINI
et al, (2010) e ZEIN et al, (2006). O Acumulo de lipideos (esteatose microvesicular) foi
observado em todos os animais do grupo GDR e em grande proporcao (Figura 3C, D), enquanto
apresentou-se em menor proporcao nos grupos GDC, GDCH e GDRH. Além disso, as anélises
morfoldgicas do tecido hepatico dos animais GDR evidenciaram as seguintes leses: 67% dos
animais apresentou congestdo de capilares sinuséides e hiperemia, 83% apresentou processo
inflamatorio lobular e portal e 17% apresentou reagdo granulomatosa. Confirmando a analise
morfoldgica, a quantificacdo de esteatose detectou maior percentual no grupo GDR quando
comparado aos demais grupos (figura 4). KRISTIANSEN et al, (2016) mostraram que uma
dieta com alto teor de carboidratos refinados gera um potencial evolutivo da DHGNA como

esteatohepatite e fibrose.

A exposicdo a hiperdxia em animais submetidos a dieta rica em carboidratos (GDRH)
reduziu as alteracfes da arquitetura tecidual provocadas por essa dieta, assim, a congestao
sinusoidal e a hiperemia foram reduzidas para 17% e o infiltrado inflamatorio para 50%,
atingindo porcentagens semelhantes aos animais do grupo GDCH (tabela 1). Assim, apesar do
grande tempo de exposicdo a hiperdxia, seu efeito protetor pode ser notado em nosso
experimento. Estes dados sugerem mais estudos para uma definicdo dos tempos de exposicao

em terapias futuras.

Tabela 1: Frequéncia de lesdes observadas em microscopia Optica no figado de camundongos
BALB/c

GDC GDCH GDR GDRH
Les&o encontrada N (%) N (%) N (%) N (%)
N=6 N=6 N=6 N=6
Degeneracdo hidrdpica 6 (100) 6 (100) 6 (100) 6 (100)
Congestéo sinusoidal 0 (0) 2 (33) 4 (67) 1(17)
Hiperemia 0 (0) 1(17) 4 (67) 1(17)
Hemorragia 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Infiltrado inflamatorio 0 (0) 3 (50) 5(83) 3 (50)
lobular ou portal
Granuloma 0 (0) 0 (0) 1(17) 0 (0)

(GDC) animais com dieta padrdo e expostos ao ar ambiente, (GDCH) animais com dieta padrdo e expostos a
hiperéxia, (GDR) animais suplementados com dieta rica em carboidratos e expostos ao ar ambiente, (GDRH)
animais suplementados com dieta rica em carboidratos e expostos a hiperdxia.
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Figura 3: Caracteristicas histopatoldgicas dos figados de camundongos BALB/c com dieta padrao e expostos
ao ar ambiente (GDC) (A), grupo com dieta padréo e exposto a hiperéxia (GDCH) (B), grupo que recebeu
uma dieta rica em carboidratos (GDR) (C, D, E) e grupo que recebeu uma dieta rica em carboidratos e
exposto a hiperdxia (GDRH) (F). A) Figado com parénquima preservado, apresentando degenera¢do hidropica
em pequena proporcdo (seta branca). Capilares sinuséides (*). B) Parénquima hepéatico com caracteristicas
morfolégicas semelhantes ao controle, exceto pela presenca de infiltrado inflamatério (circulo pontilhado).
Degeneracdo hidropica (seta branca). Capilares sinusdides (*). C e D) Observe a presenca de aspectos
morfoldgicos de esteatose em todo do parénquima hepético (seta preta), capilares congestos (cabeca de seta preta)
e hiperemia (cabeca de seta branca). Observe ainda infiltrado inflamatério contornado pelo circulo pontilhado e a
presenca de sinusoéides preservados (*). E) No centro da imagem ¢é visualizado um granuloma, presente em um
animal suplementado com dieta rica em carboidratos. Degeneracdo hidropica (seta branca). Capilares sinuséides
(*). F) A hiperdxia promoveu diminui¢do dos processos degenerativos provocados pela dieta rica em carboidratos.
Degeneracdo hidropica (seta branca). Capilares sinusdides (*). Infiltrado inflamatério (circulo pontilhado).
Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Barra = 100 pm.
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Figura 4: Andlise morfométrica de esteatose em camundongos BALB/c. GDC: Grupo Dieta Controle; GDCH:
Grupo Dieta Controle + Hiperoxia; GDR: Grupo Dieta com alto teor de Carboidratos Refinados; GDRH: Grupo
Dieta com alto teor de carboidratos refinados + Hiperdxia. O GDR apresentou maior percentual de esteatose
quando comparado ao GDC (a), GDCH (b), GDR (c), GDRH (d). Os dados estdo expressos como média + EPM
e foram analisados pelo ANOVA one-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni (p< 0,05).

Os achados morfol6gicos em relacdo ao infiltrado inflamatério foram confirmados por
meio de uma analise semi-quantitativa do nimero de ndcleos inflamatérios utilizando o
software Leica Application Qwin V3. Observou-se que 0 GDC apresentou menor percentual de
células inflamatorias em relacdo aos outros grupos (figura 5), dado que caracteriza um estresse
oxidativo causado tanto pela dieta com alto teor de carboidratos refinados, quanto pela

hiperoxia.
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Figura 5: Numero de células inflamatérias no parénquima hepéatico. GDC: Grupo Dieta Controle; GDCH:
Grupo Dieta Controle + Hiperoxia; GDR: Grupo Dieta com alto teor de Carboidratos Refinados; GDRH: Grupo
Dieta Com alto teor de carboidratos refinados + Hiperoxia. A letra (a) representa diferenga significativa entre o
GDC quando comparado aos outros grupos. Os dados estdo expressos como média = EPM e foram analisados pelo
ANOVA one-way seguido pelo pés-teste de Bonferroni (p< 0,05).
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Estudos tém demonstrado que tanto a obesidade quanto a hiperoxia provocam processos
inflamatérios (BONOMINI; RODELLA; REZZANI, 2015). E bem evidente em nossos
experimentos o efeito da hiperdxia e da dieta com alto teor de carboidratos refinados em
promoverem inflamacdo. A inflamagdo é uma resposta imune defensiva do organismo e as
espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas de sinalizacao chave que desempenham um

papel importante na progressao de distdrbios inflamatorios.

Além disso, as observacbes experimentais e clinicas indicam o estresse oxidativo como
um mecanismo importante na sindrome metabolica associada a obesidade, no desenvolvimento
de diabetes e suas complicacdes e em condi¢des como a esteatohepatite ndo alcoodlica (NASH)
(FURUKAWA et al., 2004). O oxigénio é usado na medicina moderna como um tratamento
para varias doencas com componentes inflamatérios. Assim, a oxigenacdo hiperbarica
demonstrou efeitos benéficos, além de melhorar a oxigenacdo tecidual local, na promocéo da
angiogénese, na cicatrizacdo de feridas e na neuroprotecdo. (HUANG; OBENAUS, 2011;
ROTH etal., 2011; KAUR et al., 2012; MA et al., 2013). No entanto, uma exposi¢do excessiva
a hiperoxia pode levar a efeitos deletérios tais como estresse oxidativo, edema pulmonar e
inflamacdo ( KALLET; MATTHAY, 2013; EYNAN et al., 2014). O aumento de células
inflamatérias no GCDH em relacdo ao grupo controle pode ser explicado pela producéo
aumentada das espécies reativas de oxigénio que iniciam um papel importante na lesdo do
figado durante a exposi¢do a hiperoxia, levando ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo
decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas

de defesa antioxidante.
5.2. Biomarcadores de estresse e dano oxidativo

Um sistema antioxidante complexo foi desenvolvido em mamiferos para aliviar o estresse
oxidativo, assim, no presente trabalho foi determinada a atividade das principais enzimas
constituintes do sistema de defesa antioxidante com o objetivo de investigar o desequilibrio
redox induzido pela dieta rica em carboidratos e o efeito da hiperdxia sobre esse desequilibrio.
A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do superéxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio. Devido a isto, € uma importante defesa antioxidante na maioria das
células expostas ao oxigénio. No presente estudo, a atividade de SOD foi maior em GDCH
quando comparado aos grupos GDC e GDR (tabela 2). Além disso, a atividade de SOD foi
maior no grupo GDRH em relagdo ao GDC (tabela 2). Estes resultados indicam a ativagédo do

sistema antioxidante nos grupos suplementados com oxigénio, para promover um equilibrio
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dindmico entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa

antioxidante, aliviando o estresse oxidativo.

Tabela 2: Biomarcadores do estresse oxidativo

GDC GDCH GDR GDRH
SOD (U/mg ptn) 91,44+9,16  237,7+30,45*° 1431+13,02 179,9 +16,92°
CAT (U/mg ptn) 5,166 + 0,99 2,490 +0,41° 2,444 0,19 2,988 + 0,30°

TBARS (nmol/mg ptn) 15,24 +2,45 659+099  11,08+054  17,19+4,18

(a)representa diferenca significativa quando comparado ao GDC. (b) representa diferenca significativa quando
comparado ao grupo GDR. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média e foram analisados por
One-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Tukey (p <0,05). GDC: Grupo Dieta Controle; GDCH: Grupo
Dieta Controle + Hiperoxia; GDR: Grupo Dieta com alto teor de Carboidratos Refinados; GDRH: Grupo Dieta
Com alto teor de carboidratos refinados + Hiperdxia.

A enzima catalase € uma enzima intracelular, encontrada na maioria dos organismos,
responsavel por impedir o acimulo de H2O>, convertendo-o em duas moléculas de agua. Devido
a isto, € uma importante defesa antioxidante na maioria das células expostas ao oxigénio. O
acumulo de H2O> possibilita, através das reaces de Fenton e Haber-Weiss, a geracéo do radical
hidroxila (OH) (BARBOSA et al., 2010), que pode reagir na cadeia lateral, onde ataca
preferencialmente aminoacidos como a cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina
que podem gerar danos em proteinas e como consequéncia perda da atividade enzimatica
(BERGER et al., 1999). Uma vez que a CAT ¢ formada por amino&cidos, em uma situagdo em
que a defesa da enzima CAT esteja prejudicada, havera como consequéncia um acumulo de
H20>, 0 que levard uma maior producdo do radical OH e um maior ataque a essa enzima, o que
intensifica danos. No presente trabalho, a atividade da enzima catalase foi menor nos grupos
GDCH, GDR e GDRH quando comparado ao GDC (tabela 2). Este resultado esta de acordo
com Furukawa et al. (2004) que descreveram a relacdo direta entre o aumento de ERO no tecido
adiposo de camundongos obesos com 0 aumento na expressdo de NADPH oxidase, e
diminuicdo da expressdo de enzima antioxidante CAT. Podemos inferir que a menor atividade
de CAT nos grupos submetidos a dieta com alto teor de carboidratos refinados e expostos a
hiperdxia pode ser explicado pela ativacéo do sistema glutationa em reduzir as espécies reativas
de oxigénio presentes no figado, visto que esse orgdo é um dos principais produtores de
glutationa no organismo. (CHEN et al., 2013). Nossos resultados sugerem que a dieta rica em
carboidratos refinados e a exposi¢do a hiperoxia levam a um aporte de espécies reativas, mas

tal aporte ndo foi suficiente para estabelecer o desequilibrio redox que pudesse sustentar a alta
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atividade da enzima catalase, sendo assim o sistema tende a um equilibrio entre espécies

oxidantes e antioxidantes.

N&o observamos diferenca significativa na peroxidacao lipidica de figados entre os grupos
(tabela 2). Na dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), produtos da
peroxidacdo lipidica reagem com o 4cido tiobarbitarico (TBA) formando malondialdeido dessa
forma, a peroxidacgdo lipidica é usada como uma marcador de dano celular (TSIKAS, 2017).
Nesse estudo, as concentracbes de ERO ndo ultrapassaram a capacidade antioxidante do
organismo assim ndo houve um dano oxidativo significativo por isso na peroxidacao lipidica

ndo observamos uma diferenca significativa entre 0s grupos.

6. Conclustes

* A dieta com alto teor de carboidratos refinados promoveu injdrias na arquitetura

hepatica caracteristicas da DHGNA.

» A hiperdxia isoladamente promoveu lesdes na arquitetura hepatica em menor grau que

a dieta rica em carboidratos refinados.

* A exposicdo a hiperdxia foi capaz de amenizar parcialmente as lesGes provocadas pela

dieta rica em carboidratos.

Assim, podemos inferir que a hiperdxia pode ter papel de protecdo na DHGNA, entretanto,
estes dados sugerem mais estudos para uma defini¢do dos tempos de exposicao e concentracao
de oxigénio que devem ser utilizados para que os efeitos benéficos se sobressaiam aos efeitos

deletérios.
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