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Resumo 

O aumento da ingestão de dietas ricas em açúcar tem sido associado com o desenvolvimento de 

diferentes patologias, tais como a obesidade, a diabetes e as alterações cardiovasculares  e 

hepáticas. Estudos recentes têm demonstrado que o alto consumo de dieta rica em sacarose 

aumenta consideravelmente o estresse oxidativo em diferentes tecidos. No entanto,         pouco se 

sabe sobre o efeito da ingestão dessa dieta na atividade das metaloproteinases 2       e 9 no 

fígado. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da ingestão de uma dieta rica 

em sacarose na atividade das metaloproteinases  (MMP) 2 e 9 e estresse oxidativo no fígado. 

Para isso, camundongos SWISS foram alimentados com uma dieta rica em sacarose  por 4 

semanas. Os resultados obtidos mostraram claramente que a dieta promoveu a instalação 

do estresse oxidativo, uma vez que foi observado em 4 semanas, uma redução na atividade 

da catalase (CAT)(30,5%) e na concentração da glutationa reduzida (GSH) (65%), 

resultando em aumento       da concentração das proteínas carboniladas (PCO) (65%) e das 

substâncias reagetes ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) (116%). Além disso, a dieta 

promoveu um aumento de 38% na atividade da MMP 9 no fígado. Adicionalmente, foi 

observada uma redução de 71,5% na fosforilação da proteína quinase B (AKT) em seu 

resíduo de serina 473, indicando que a dieta foi capaz de acarretar prejuízos na via de 

sinalização da insulina. Portanto, os dados obtidos neste trabalho sugerem que a ingestão 

de uma rica em sacarose promoveu a instalação de um quadro de estresse oxidativo e perda 

da sinalização da insulina no fígado, o que resultou na ativação da MMP 9. 

 
Palavras-chaves: fígado, dieta rica em sacarose, metaloproteinases 2 e 9, estresse oxidativo, 

sinalização da insulina, AKT. 



Abstract 

The increased intake of diets rich in sugar has been associated with the development of 

different pathologies, such as obesity, diabetes and cardiovascular and hepatic alterations. 

Recent studies have shown that high consumption of a diet rich in sucrose considerably 

increases oxidative stress in different tissues. However, little is known about the effect of 

eating this diet on the activity of metalloproteinases 2 and 9 in the liver. Therefore, the aim 

of this study was to evaluate the effects of eating a diet rich in sucrose on the activity of 

metalloproteinases (MMP) 2 and 9 and oxidative stress in the liver. To this end, SWISS 

mice were fed a high sucrose diet for 4 weeks. The results obtained clearly showed that the 

diet promoted the onset of oxidative stress, since a reduction in catalase (CAT) activity 

(30.5%) and in the concentration of reduced glutathione (GSH) (65%) was observed over 4 

weeks, resulting in an increase in the concentration of carbonylated proteins (PCO) (65%) 

and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (116%). In addition, the diet promoted 

a 38% increase in MMP 9 activity in the liver. In addition, a 71.5% reduction was observed 

in the phosphorylation of protein kinase B (AKT) at its serine 473, This indicates that the 

diet was capable of damaging the insulin signaling pathway. Therefore, the data obtained 

in this study suggest that eating a diet rich in sucrose led to oxidative stress and loss of 

insulin signaling in the liver, which resulted in the activation of MMP 9. 

Keywords: liver, high sucrose diet, metalloproteinases 2 and 9, oxidative stress, insulin 

signaling, AKT.  
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1 Introdução 

 
Os carboidratos são macronutrientes encontrados em uma diversidade de 

alimentos                                 na dieta e são responsáveis por fornecer energia para manter a homeostase 

do organismo (WITEK; WYDRA; FILIP, 2022). Os carboidratos simples são compostos 

pelos monossacarídeos e/ou dissacarídeos (uma ou duas moléculas de açúcar, 

respectivamente) (CLEMETE-SUÁRES et al., 2022). Eles estão presentes na dieta, 

como por exemplo, no açúcar, arroz, massas e frutas. A dieta rica em Sacarose é composta 

em partes pela sacarose que é um dissacarídeo composto por uma molécula de glicose e 

uma de frutose e é conhecido como o açúcar de mesa (ENG; ESTALL, 2021). 

Os carboidratos são moléculas envolvidas em diferentes vias metabólicas, 

incluindo  a formação de adenosinatrifosfato (ATP), a principal moeda de pagamento 

de todas as reações do organismo, na sinalização celular, na síntese do glicogênio e na 

síntese de ácidos graxos (CHANDEL, 2021). Portanto, alterar demasiadamente a 

ingestão de carboidratos pode acarretar al terações metabólicas nestes processos e, por 

consequência, promover o surgimento de algumas patologias tais como distúrbios 

metabólicos, cardiovasculares, hepáticos e até nervosos (WITEK; WYDRA;FILIP, 

2022). 

Após a ingestão, os carboidratos podem ser utilizados em diferentes vias 

metabólicas, uma delas é a oxidação na via glicolítica (glicólise), onde um dos produtos 

finais é o piruvato, que posteriormente é convertido em acetil-CoA. Em seguida, o 

acetil-CoA entra no ciclo de krebs, resultando posteriormente na síntese de ATP 

(BERG; BARCHUK; MIKSZTOWICZ, 2019). Entretanto, com os altos níveis de 

açúcar advindas da dieta, grande parte do excesso de acetil- CoA gerado é encaminhado 

para a síntese de ácidos graxos (lipogênese) principalmente no fígado e tecidos 

adiposos, e em seguida são armazenados em forma de triglicerídeos nos tecidos 

adiposos (ALVES-BEZERRA; COHEN, 2017). 

A ingestão excessiva de sacarose pode promover a alteração da expressão de 

diferentes genes que estão diretamente relacionados com o controle da homeostase 

celular e assim acarretar na desordem de diferentes processos metabólicos tais como: 

diminuição da  glicólise (BAIGES-GAYA et al., 2020), da fosforilação oxidativa no fígado 
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(MALIK et al., 2019),                   aumento da lipogênese (BAIGES-GAYA et al., 2020); (MALIK 

et al., 2019), (ACOSTA-COTA et al., 2019), esteatose e inflamação hepática, fibrose 

(ACOSTA-COTA et al., 2019);(SIMÕES et al., 2020), resistência à insulina (RI) (LIU 

et  al . ,  2018) ;(ROSINGER at al. 2017) e outros.  Particularmente no fígado, o 

consumo excessivo de sacarose está diretamente ligado ao desenvolvimento de 

esteatose, fibrose hepática e outras alterações da homeostase hepática (SOFTIC et al., 

2017). 

O fígado é o órgão responsável por coordenar o metabolismo, promovendo a 

integração metabólica entre os tecidos e garantindo a homeostase do organismo 

(TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017). Ele está envolvido na manutenção da 

homeostase lipídica, regulação do volume sanguíneo e principalmente no metabolismo 

de carboidratos (TREFTS; GANNON; WASSERMAN, 2017). A manutenção da 

glicemia é uma das principais funções exercidas pelo fígado, visto que no estado 

alimentado ele distribui a glicose para todos tecidos e durante o jejum produz ou libera 

glicose pela gliconeogênese e quebra o glicogênio, respectivamente (TREFTS; 

GANNON; WASSERMAN, 2017). 

O fígado é considerado o principal mediador da ação da insulina no organismo, 

atuando sobre a homeostase lipídica e da glicose. A homeostase está relacionada à via 

de fosfoinositídeo-3-fosfato quinase (PI3K)/Akt, que é a via clássica de sinalização da 

insulina (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). Durante a ativação da insulina 

na via PI3K ela estimula a fosforilação da proteína AKT em treonina 308 (Thr308) e 

serina 473 (Ser 473) e assim promove a ativação de diferentes vias metabólicas como a 

glicogênese, lipogênese e a  glicólise. Quando ocorre uma desregulação dos níveis de 

fosforilação da AKT em serina como analisados no presente trabalho, ocorre um 

prejuízo na sinalização da insulina causando a resistência à insulina(RI) no fígado, 

impedindo a regulação da homeostase glicídica, resultando em hiperglicemia 

(SANTOLERI; TITCHENELL, 2019). 

Nesse contexto, após o aumento da concentração de glicose, advindas de uma 

dieta rica em sacarose o corpo consegue converter esse excesso em ácidos graxos 

através da lipogênese e armazenar no tecido adiposo na forma de triglicerídeos 

(FERNÁNDEZ- SÁNCHEZ et al., 2011). Quando o pâncreas precisa liberar mais 

insulina para controlar a hiperglicemia é caracterizado como RI (PETERSEN et al., 

2002). No fígado, órgão que recebe três vezes mais insulina do que outros tecidos, ela 
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tem  a função de ativar a síntese de glicogênio, lipídios e proteínas, regulando processos 

como a  lipogênese (CHERRINGTON; EDGERTON; SINDELAR, 1998) 

(FERMENTOS; BIRNBAUM, 2011). Ao desencadear RI, esses processos são 

afetados alterando a homeostase hepática. 

No fígado, o excesso de ingestão de dieta rica em sacarose promove um quadro 

de estresse oxidativo caracterizado, pelo menos em parte, pelo o aumento exacerbado 

da produção das espécies reativas de oxigênio (ERO), as quais promovem danos em 

diversas biomoléculas e, consequentemente, perda da funcionalidade. O estresse 

oxidativo é estabelecido a partir de um desequilíbrio entre as atividades oxidantes e 

antioxidantes do organismo ou pelo acúmulo das ERO e nitrogênio (ERN) (LEE; 

GIORDANO; ZHANG, 2012). Durante a formação de ROS, as células geram moléculas 

com elétrons desemparelhados em sua camada de valência que formam os radicais 

livres que reagem com diferentes biomoléculas, sendo que os mais reativos são os 

radicais hidroxilas e o peroxinitrito a base de nitrogênio (LEE; GIORDANO; ZHANG, 

2012).  

As ERO são muito importantes no organismo e estão envolvidas em 

diferentes processos, tais como sinalização celular, defesa imunológica e regulação do 

metabolismo (JAKUBCZYK et al,. 2020), (PENG, 2020), (SACHDEV et al., 2021). 

Além disso, elas desempenham um papel fundamental na regulação das funções 

mitocondriais, sendo as mitocôndrias uma das principais produtoras dessas espécies nas 

células (HERNANSANZ- AUGUSTÍN; EN-RÍQUEZ, 2021). A modulação 

adequada da produção de ERO  é essencial para manter o       equilíbrio redox intracelular, 

influenciando processos cruciais como apoptose e proliferação celular. No entanto, a 

superprodução de ERO por mitocôndrias disfuncionais pode resultar em problemas 

significativos, incluindo envelhecimento precoce e o desenvolvimento de doenças 

hepáticas, cardiovasculares, neurodegenerativas e câncer (AKHIGBE; AJAYI, 2021) 

(MAILLOUX, 2015). 

As principais fontes de produção de ERO são a cadeia respiratória mitocondrial, 

oxidação de ácidos graxos e pelo sistema imunológico para controle de infecções (SIES; 

JONES, 2020). Já a defesa antioxidante do organismo é composta por componentes 

enzimáticos (como a superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) como 

também pelos  não enzimáticos (betacaroteno, vitaminas C e E) (BARBOSA et al., 

2010), além disso, a defesa antioxidante pode ocorrer através da glutationa reduzida, 
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um peptídeo capaz de doar elétrons para neutralização de elétrons livres. A 

diminuição da defesa redox torna as células susceptíveis as ERO. Como consequência, 

pode afetar a função e estrutura de várias moléculas, a exemplo da síntese de ATP. 

Entretanto, essas alterações podem ser reversíveis ou não (CICHOZ- LACH; 

MICHALAK, 2014). 

Apesar dos efeitos deletérios acarretados pelo excesso de produção de ERO, 

elas também são necessárias na transdução de sinais e defesa do organismo, bem como 

na estimulação da expressão gênica. (LEE; GIORDANO; ZHANG, 2012). Porém, o 

desequilibrio redox leva a instalação de um quadro de estresse oxidativo que está 

interligado com o surgimento de várias patologias, dentre elas as hepáticas 

(APOSTOLOVA; BLAS- GARCIA; ESPLUGUES, 2011). 

A desregulação das MMPs pode implicar em diversas complicações 

patológicas, como câncer, doenças cardiovasculares, doenças pulmonares, inflamação 

crônica e complicações hepáticas (CABRAL- PACHECO et al., 2020). No fígado, tem 

sido observado que essas enzimas são ativadas após o desequilíbrio metabólico causado 

pelo aumento da ingestão de carboidratos ou de lipídeos (BERG et al., 2019), que 

promove um remodelamento da matriz extracelular. Com a presença de lesões no 

fígado a expressão das MMPs aumentam para controlar funções e quebra da matriz 

extracelular.  

As MMP´s são uma grande família de enzimas com 28 tipos, capazes de remodelar 

a matriz extracelular, alguns tipos são ativadas através de estresse oxidativo ou por 

inflamação (JAOUDE; KOH, 2016), (KANDASAMY et al., 2010). Elas desem penham um 

papel crucial em processos fisiológicos, incluindo embriogênese, angiogênese e cicatrização 

de feridas, sendo secretadas por diversas células, como endoteliais, osteoblastos, fibroblastos, 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos (MACCOLL; KHALIL, 2015). A classificação das 

MMPs abrange diferentes grupos, as principais são as colagenases (MMP-1, MMP-8 e 

MMP-13), gelatinases (MMP-2 ou gelatinase A e MMP-9 ou gelatinase B), estromelisinas  

(MMP-3 e MMP-10) e matrilisinas (MMP-7 e 26) (ALMEIDA et al, 2022). As MMPs 

compartilham uma estrutura semelhante entre suas isoformas, elas possuem um sítio 

catalítico, contendo um íon zinco para a atividade enzimática. Além disso, cada MMP 

possui um pró-peptídeo, conectado ao sítio catalítico por uma ligação de ponte de dissulfeto. 

As gelatinases apesar da estrutura semelhante em comparação com as outras isoformas, 

possuem domínios adicionais, como o de fibronectina tipo II e o de hemopexina, sendo 
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essenciais na ligação com a gelatina (LARONHA; CALDEIRA, 2020), (DAS; AMIN; 

JHA, 2021). 

As MMPs são reguladas endogenamente pelos Inibidores Teciduais de 

Metaloproteinases (TIMPs), os quais atuam como os principais inibidores da 

atividade das MMPs, mantendo assim o equilíbrio na degradação e remodelação da 

matriz extracelular (QUINTERO- FABIÁN et al., 2019). Existem quatro tipos de 

TIMPs, conhecidos como TIMP- 1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Cada um desses TIMPs 

apresenta afinidades distintas por diferentes tipos de MMPs, refletindo sua capacidade 

de regular especificamente a atividade  dessas enzimas proteolíticas (CABRAL- 

PACHECO et al., 2020). Entretanto, também podem ser reguladas pela α2-

Macroglobulina que é encontrada de maneira abundante nos fluídos corporais e atuam de 

maneira a inativar as MMP’s. (Grinnell et al., 1998) 

As isoformas 2 e 9 são gelatinases responsáveis pela degradação do colágeno e 

gelatina (LARONHA; CALDEIRA, 2020). A MMP-2 é um gelatinase de 72 kDa e está 

presente  em praticamente todas as células. Ela é secretada como um zimogênio inativo 

conhecido como pró-MMP-2 e é ativada pela clivagem proteolítica do seu domínio 

propeptídeo principalmente pela MMP 14 e também de forma não proteolítica,devido 

ao estresse oxidativo, no qual o peróxido nitrito (ONOO-) ativa diretamente a MMP -

2 por meio da reação com o grupo cisteína pró-peptídeo, causando sua S-glutatiolação 

(VIAPPIANI et al., 2009). Já a MMP -9 é uma gelatinase de 92 kDA, responsável pela 

degradação de colágeno tipo I, III, IV e V; elastina; proteoglicanos e gelatina 

(BERGERS et al., 2000),(MATRISIAN, 1992). Ela é sintetizada e secretada como uma 

pró-enzima inativa e é ativada pela clivagem no resíduo de glutamato na posição 59, 

gerando um intermediário, que posteriormente é clivado no resíduo de arginina na 

posição 106. Seus principais ativadores podem ser outras MMPs como MMP-2, MMP -

3, MMP-13, MMP-17, MMP-26, enzimas proteolíticas, citocinas pró-inflamatórias e 

outros fatores externos, como interleucinas e fatores de crescimento, também podem 

estimular a produção e ativação da MMP-9 (Li et al, 2020; Mondal et al, 2020) e é 

inibida principalmente pela TIMP-1 (RODERFELD et al., 2007). 

Com a presença de lesões no fígado a expressão das metaloproteinases (MMPs) 

aumentam para controlar funções e quebra da matriz extracelular. É descrito na 

literatura que as metaloproteinases estão diretamente relacionadas a vários estágios de 

patologias hepáticas, como lesões, inflamação e fibrose (BONNANS; CHOU; WERB, 
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2014), (TENÓRIO et al., 2012), (O’SULLIVAN; GILMER; MEDINA, 2015). A MMP 

2          é expressa em várias células hepáticas, principalmente em células estreladas hepáticas 

e células de Kupffer, que são estudados em casos de fibrose hepática (TAKAHARA et 

al., 1997). Já a MMP 9, alguns estudos citam-a como marcador prognóstico de câncer 

de fígado, além disso, a atividade foi exacerbada em momentos de insuficiência 

hepática aguda e fulminante (FONSECA et al., 2017). Portanto, considerando que há 

poucos relatos na literatura sobre a importância das MMP´s 2 e 9 em fígado e que 

alguns trabalhos ressaltam a importância desse processo em diferentes situações 

patológicas, como por exemplo, na doença hepática gordurosa, tornou-se interessante 

investigar a atividade das MMPs 2 e 9 em fígado de camundongos SWISS. Nossa 

hipótese é que o consumo excessivo de açúcar pode promover um estresse oxidativo 

e um quadro  de RI, culminando na ativação das MMPs 2 e 9. Para isto utilizamos o 

modelo experimental in vivo de ingestão de dieta rica em sacarose  por 4 semanas



 17 
  

17 

2 Objetivo Geral  
 

Investigar in vivo os efeitos da ingestão da dieta rica em sacarose sobre o 

estresse oxidativo, atividade das metaloproteinases 2 e 9 e alterações na via clássica da 

insulina (AKT) no fígado de camundongos SWISS. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

1. Determinar os parâmetros murinométricos (massa corporal, consumo alimentar, 

massa do fígado, coração, rim, adiposo retroperitoneal e epididimal); 

2. Analisar os parâmetros bioquímicos (glicemia, colesterol total e  triacilglicerol); 

3. Avaliar a atividade antioxidante através das enzimas antioxidante superóxido 

dismutase, catalase e glutationa reduzida e os biomarcadores relacionados ao 

estresse oxidativo: proteínas carboniladas e as concentrações de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico; 

4. Analisar a atividade das metaloproteinases 2 e 9 no fígado; 

5. Verificar a fosforilação da proteína quinase B (AKT) em resíduos de serina 473 

no fígado. 
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3 Metodologia 

 
Foram utilizados 25 camundongos SWISS (~20g) fornecidos pelo Centro de 

Ciência Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (CCA – UFOP), sob protocolo 

CEUA: 7422050723. Os animais receberam uma dieta balanceada Nuvilab® CR1 - 

Nuvital (Nuvital-CR, Colombo, Brasil) para                                     roedores e água ad libitum por 2 dias para 

ambientação. Após o período de ambientação, os animais foram separados em 2 grupos 

experimentais: Controle (dieta controle padrão NUVLAB CR1 - Nuvital) e Dieta rica 

em sacarose 30% (40,44% de ração comercial Nuvilab®, 40,44% de leite condensado 

Nestlé Moça, 8,57% de açúcar cristal e 10,53% de                               água (Oliveira et al., 2020); (De 

Queiroz et al., 2012), durante o protocolo experimental os animais receberam as 

respectivas dietas, água ad libitum em ambiente ciclos claro-escuro de 12 horas e 

temperatura controlada 25ºC. Os efeitos da dieta rica em sacarose foram avaliados 

durante 4 semanas. A massa corporal e o consumo alimentar  foram mensurados uma 

vez por dia neste período. 

Figura 1 – Fluxograma: Distribuição dos animais nos dois grupos experimentais 

 

 

Distribuição dos animais nos dois grupos experimentais. Controle: animais controle que receberam dieta 

padrão NUVILAB, Dieta: animais que receberam a dieta rica em sacarose por 4 semanas. 

Fonte: autoria própria. 

 

As concentrações de proteínas no sobrenadante do homogêneo de fígado foram 

determinadas de acordo com Lowry (LOWRY et al., 1951). 
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3.1 Quantificação da massa corporal e ingestão alimentar 

Durante as 4 semanas, os animais e a ração comercial da marca Nuvilab® 

(Nuvital-CR, Colombo, Brasil) dos animais  controle e a dieta rica em sacarose foram 

pesados diariamente com auxílio de uma balança digital (SF-400). Para a determinação 

da ingestão alimentar de 24 horas, foram fornecidos 300g de ração ou dieta e o 

consumo alimentar foi avaliado após a diferença entre os pesos da ração fornecida e a 

sobra. 
 

3.2 Coleta de sangue, tecidos e tíbia 

Após anestesia com o anestésico inalatório isoflurano (3%) (Isofone, São Paulo, 

Br) por aproximadamente 1  minuto, os animais foram eutanasiados e o sangue foi 

coletado rapidamente em microtubo de 1,5mL após a retirada do coração. 

Posteriormente, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm, 4°C, por 15 minutos em 

centrífuga da marca Eppendorf modelo 5810R. O sobrenadante foi coletado e 

aliquotado em eppendorfs para realização das dosagens bioquímicas. 

O coração, o fígado e os rins foram removidos, pesados e congelados em 

nitrogênio  para posteriores análises. Os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal 

foram pesados e descartados em seguida. A normalização da massa dos órgãos foi 

realizada após a divisão pelo comprimento da tíbia do animal. 

 
3.3 Dosagens bioquímicas 

3.3.1 Glicemia 

A concentração sérica de glicose foi mensurada pelo método colorimétrico 

(absor bância entre 490 – 550 nm). Utilizando o kit Glicose Monoreagente Bioclin – 

Quibasa K082,  (BIOCLIN, Belo horizonte, Brasil), seguindo as recomendações da 

fabricante e a leitura foi realizada em espectrofotômetro de microplacas  (Epoch 

Biotek®) do Laboratório Bionut da Escola de Nutrição (ENUT – UFOP) . O cálculo 

utilizado para a determinação da glicemia foi a divisão da absorbância da amostra pela 

absorbância do padrão x 100 e os resultados foram expressos em mg/dL. 
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3.3.2 Colesterol Total 

A concentração sérica de colesterol total foi mensurada pelo método 

colorimétrico (absorbância entre 490 - 540nm). Utilizando o kit Colesterol 

Monoreagente Bioclin K083 (BIOCLIN, Belo horizonte, Brasil), seguindo as 

recomendações da fabricante e o espectrofotômetro de microplacas  (Epoch Biotek®). 

O cálculo utilizado foi a divisão da absorbância da amostra pela absorbância do padrão 

x 200 e os resultados foram expressos em mg/dL. 

3.3.3 Triglicerídeos 

A concentração sérica dos triglicerídeos foi mensurada pelo método 

colorimétrico (absorbância entre 490 - 540nm). Utilizando o kit Colesterol 

Monoreagente Bioclin K117 (BIOCLIN, Belo horizonte, Brasil), seguindo as 

recomendações da fabricante e o espectrofotômetro de microplacas  (Epoch Biotek®) 

do Laboratório Bionut da Escola de Nutrição (ENUT – UFOP) . O cálculo utilizado foi 

a divisão da absorbância da amostra pela absorbância do padrão x 100 e os resultados 

foram expressos em mg/dL. 

 

3.4 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 

As amostras de fígado foram homogeneizadas em 1,0mL de tampão Tris 1M 

(pH 7,4) com a utilização do politron (IKA T10 basic S032, Baden-Württemberg, 

Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm, 10 minutos a 4°C e 

os sobrenadantes coletados em microtubos de 1,5 mL. A reação para mensurar a 

atividade da enzima superóxido dismutase foi preparada em microplaca de acrílico 

contendo os homogenatos, tampão fosfato 50mM (pH7,0), brometo de 3-[4,5- dimetil-

tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT) e pirogalol. Após 5 minutos de incubação em estufa 

(FANEM, São Paulo, Brasil). a 37ºC foi adicionado dimetilsulfóxido (DMSO). Em 

seguida, a leitura foi realizada em espectrofotômetro de microplacas ( E p o c h  

B i o t e k ® )  do Laboratório Bionut da Escola de Nutrição (ENUT – UFOP) no 

comprimento de onda de 570 nm. Os resultados são expressos em unidades de SOD por 

mg de proteína total (MARKLUND et al., 1974). 
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3.5 Atividade da Enzima Catalase (CAT) 

As amostras de fígado foram homogeneizadas em 1,0mL de tampão Tris 1M 

(pH 7,4) com a utilização do politron (IKA T10 basic S032, Baden-Württemberg, 

Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm, 10 minutos a 4°C e 

os sobrenadantes coletados em microtubos de 1,5 mL. A atividade  da catalase no 

fígado foi determinada pelo método descrito por Beers e Sizer (1951), via 

monitoramento do desaparecimento do peróxido de hidrogênio (H2O2) em 230 nm. Os 

resultados foram expressos em mmol de H2O2 consumido/min/mg de proteína total. 

3.6 Atividade da Glutationa Reduzida (GSH) 

As amostras de fígado foram homogeneizadas em 1,0mL de tampão Tris 1M 

(pH 7,4) com a utilização do politron (IKA T10 basic S032, Baden-Württemberg, 

Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm, 10 minutos a 4°C e os 

sobrenadantes coletados em microtubos de 1,5 mL. Foram utilizados 100 µL do 

homogenato e adicionados a 100 µL de ácido tricloroacético (TCA, 12,5%), 

permanecendo no gelo por 30 minutos e centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos 

a 4°C. A montagem da placa foi realizada pela adição de 80 µL da amostra, 220 µL de 

Tris HCl. A cada poço foi incorporado 5 µL de Ácido 5,5-ditiobis -2-nitrobenzóico 

(DTNB), reagente que quando em contato com o grupo SH – tiol dos grupos 

sulfidrílicos, produz coloração amarela, lida espectrofotometricamente a 415 nm. Os 

valores individuais foram        interpolados em uma curva padrão de GSH e expressos em 

µg GSH/g tecido (JONES, 2016). 

3.7  Determinação de Proteínas Carboniladas (PCO) 

A concentração de proteínas carboniladas do fígado foi determinada pelo método 

descrito por Levine et al., (1994). Os grupos carbonilas foram detectados pela produção 

de 2,4 – dinitrofenilhidrazona (370 nm) após a adição de 2,4 – dinitrofenilhidrazina 

(DNPH). As amostras de fígado foram homogeneizadas em 1,5 mL de tampão KPE 

(Fosfato de potássio dibásico e fosfato dipotássio) com a utilização do politron (IKA T10 

basic S032, Baden-Württemberg, Alemanha). Os homogenatos foram centrifugados a 

10.000 rpm, 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados para as análises. A 

concentração de PCO na amostra foi estimada utilizando o coeficiente de extinção molar 

da hidrazona (22000 𝑀−1  𝑐𝑚−1) e os valores foram expressos em 𝜇mol de PCO por mg 
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de proteína total. 

3.8 Determinação de Substâncias reagentes ao ácido tiobarbitú rico 

(TBARS) 

Os níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foram 

determinados no fígado por meio da reação com o ácido tiobarbitúrico (TBA) de acordo 

com kokohn e Liversedge (1944). As amostras de fígado foram homogeneizadas em 1 

mL de cloreto de potássio 1,15% com a utilização do politron (IKA T10 basic S032, 

Baden-Württemberg, Alemanha) . Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 rpm, 

10 minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados para as análises foram previamente 

desproteinizados de acordo com o método proposto por Pilz, Meineke e Gleiter (2000). O 

TBA reage principalmente com os dienos, incluindo o malondialdeído, gerando 

produtos  cujos níveis são determinados fluorimetricamente no comprimento de onda 

de 535 nm. Um curva analítica com o 1,1’ 3,3’- tetrametoxipropano foi utilizado como 

padrão. Os resultados foram expressos em 𝜇mol/L. 

 

3.9 Atividade das Metaloproteinases 2 e 9 através da técnica de 

zimografia 

Os fígados foram coletados e homogeneizados em tampão Tris- CaCl2 (Tampão 

Tris (50 mM - pH 7,4) - CaCl2 (10 mM) [Fenantrolina (0,2 M); Fluoreto de sódio 

(0,5M) e Ortovanadato de sódio (0,5 M) e PMSF 0,2M]. O homogenato foi 

centrifugado a 4.000 rpm, 15 minutos e 4  °C. 15 l de sobrenadante e volume igual 

de tampão da amostra de não redutor serão misturados, aquecidos por 15 minutos a 

37ºC e submetidos a corrida eletroforéticas em gel de SDS-PAGE por 2 horas em 

geladeira. Após a corrida, o gel  foi incubado em solução renaturante de Triton X-100 

(10%) por 1 hora e em seguida incubado em tampão Tris- CaCl2 por 24 horas em estufa 

(FANEM, São Paulo, Brasil) a 37º C. No dia seguinte, o gel foi                      corado em solução de 

Coomasie blue por 1 hora e descorado para visualização das bandas pela lavagem na 

solução descorante. A análise das bandas (densitometria) foi realizada no programa 

ImageJ versão 1.46m. As concentrações de proteínas no sobrenadante do homogêneo 

de fígado serão determinadas de acordo com Lowry (LOWRY et al., 1951). 
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3.10 Análise de conteúdo proteico de proteína quinase B (AKT)        

em resíduos de serina 473 via Western blot 

Os fígados foram coletados e homogeneizados em tampão Tris-HCl (50mM; pH 

7,4; 4°C) contendo 150mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 1% de 

deoxicolato de sódio, 1% de SDS e inibidores de proteases e de fosfatases. O homogenato 

foi centrifugado a 13.000 RPM e 4°C, 50-100 μl de sobrenadante e volume igual de 

tampão da amostra de Laemmli foram misturados, fervidos e submetidos a 

eletroforese em gel de SDS-PAGE.                    A eletrotransferência das proteínas do gel para 

membrana será realizada a 400 mA em sistema de transferência tanque por 2h. Após o 

bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpos (AKT fosforilada em resíduo 

de serina 473 e  beta- actina) primários específicos e posteriormente com anticorpo 

secundário  (anti coelho e camundongo) conjugado com horseradish peroxidase (HRP). 

A revelação foi feita após incubação das membranas com reagente amplificador de 

quimioluminescência e expostas ao filme fotográfico na câmara escura. A análise das 

bandas (densitometria) foi realizada no programa ImageJ versão 1.46m.  

3.11 Análise Estatística 

Para a análise estatística dos resultados foi utilizado o programa GraphPad 

Prism em sua versão  10.4.0. Entre os grupos controle e experimental foi                    utilizado para 

dados paramétricos o teste “t” de Student não pareado e para dados não paramétricos 

o teste mann-whitney. Foi utilizado para a comparação entre as médias e o nível de 

significância utilizado de 5%.  

4 Resultados e Discussão 

 
Os carboidratos desempenham um papel crucial no organismo, fornecendo a 

energia necessária para a manutenção da homeostase celular. Eles são importantes 

componentes tanto na dieta humana como na dos roedores (WITEK; WIDRA; FILIP, 

2022). Entretanto, é reconhecido que o consumo excessivo de dietas ricas em sacarose 

pode ter efeitos prejudiciais à homeostase celular, contribuindo com o desenvolvimento 

de desequilíbrios metabólicos (STANHOPE et al., 2013). O presente estudo investigou o 

impacto da ingestão de uma dieta rica em sacarose sobre os parâmetros metabólicos, 

biomarcadores do estresse oxidativo, na atividade das metaloproteinases 2 e 9 e na 
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fosforilação da proteína AKT no seu resíduo de serina 473. 

 

4.1 Massa corporal e ingestão alimentar 

A ingestão da dieta por 4 semanas foi capaz de aumentar a massa corporal 

(2,5%) e a ingestão alimentar (45,7%). César et al. (2022) também observaram um 

aumento de massa corporal na prole de ratas wistar alimentadas com dieta rica em 

carboidratos e gordura durante a gestação. Żebrowska et al. (2020) entretanto, não 

observaram o aumento da ingestão alimentar em ratos wistar alimentados com a dieta 

rica em açúcar por 8 semanas. 

Figura 2 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre o ganho de massa corporal e 

ingestão alimentar /24h após 4 semanas. 
 
 

A. Massa corporal (g). B. Ingestão alimentar/24h (g). O efeito da dieta rica em    sacarose por 4 semanas 

foram analisados pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As 

diferenças entre os grupos foram consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados foram 

representados como média ± desvio padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental 

controle e 14 para o grupo dieta. 

4.2 Massas dos tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal 

Foi observado um aumento nas massas dos tecidos adiposos retroperitoneal (2,5 

vezes) e epididimal (144%) quando comparados ao grupo controle (FIG 3A e 3B). Esses 

achados demonstram que a ingestão da dieta promoveu um maior depósito de lipídios, 

refletindo em aumento da massa corporal do animal (FIG 2A). De Queiroz et al., (2014) 

também observaram esse efeito da ingestão da dieta no aumento dos depósitos de 

tecidos adiposos. César et al., (2022), observaram um aumento da adiposidade  visceral 

em ratos wistar alimentados com uma dieta rica em gordura e açúcar. 
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Figura 3 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre as massas dos tecidos adiposos 

retroperi toneal e epididimal após 4 semanas. 

 

A. Retroperitoneal (g). B. Epididimal (g). O efeito da dieta rica em sacarose por 4  semanas foram 

analisados pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As diferenças 

entre os grupos foram consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados foram representados como 

média ± desvio padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental controle e 14 para o 

grupo dieta. 

4.3 Massas do coração, fígado e rim 

A ingestão da dieta por 4 semanas não foi capaz de alterar as massas do coração, 

fígado e rim (FIG 4A, 4B e 4C). Zhang et al., (2021), entretanto, encontraram um 

aumento da massa do fígado em ratos wistar alimentados com uma dieta rica em 

gordura   e açúcar. 
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Figura 4 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre os massas do fígado, coração e rim 

após  4 semanas. 

 

A. Fígado (g) B. Coração (g) C. Rim (g). O efeito da dieta rica em sacarose por 4  semanas foram 

analisados pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As diferenças 

entre os grupos foram consideradas com *p 0,05 vs controle.Os dados foram representados como 

média ± desvio padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental controle e 14 para o 

grupo dieta. 

 

4.4 Parâmetros glicometabólicos: glicemia, triglicérides e colesterol  

total 

A ingestão da dieta foi capaz de aumentar a concentração sérica de glicose em 

10%  em relação ao grupo controle (FIG 5A). Żebrowska et al., (2020) também 

observaram um aumento da glicemia de ratos wistar alimentados com uma dieta rica 

em açúcar por                               8 semanas. Não foi observada nenhuma alteração na concentração 

de colesterol total nos animais alimentados com a dieta em comparação ao grupo 

controle (FIG 5C). Entretanto, a dieta foi capaz de aumentar as concentrações 

plasmáticas de triacilglicerol em 100% em relação ao grupo controle após 4 semanas 

(FIG 5B). Esse aumento da concentração de triacilglicerol corrobora o aumento 

observado nas massas dos tecidos adiposos (retroperitoneal e epididimal - FIG 3), visto 

que grande parte do triacilglicerol produzido é estocado no  tecido  adiposo  para que  

possa  ser  utilizado  posteriormente em um momento de necessidade energética. 

Entretanto, Kayode, Afolabi e Ajayi (2023) observaram um aumento nos níveis de 
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colesterol total e diminuição dos níveis de triglicerídeos em Drosophila melanogaster 

alimentadas com uma dieta rica em gordura e açúcar. 

Figura 5 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre os parâmetros glicometabólicos após 

4                      semanas. 

 

A. Glicemia (mg/dl) B. Triglicérides (mg/dl) C. Colesterol total (mg/dl). O efeito da dieta rica em 

sacarose por 4 semanas foram analisados pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student 

não pareado. As diferenças entre os grupos foram consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados 

foram representados como média ± desvio padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo 

experimental controle e 14 para o grupo dieta. 

4.5 Defesa antioxidante: superóxido dismutase, catalase e glutati ona 

reduzida 

Foi observada uma redução na atividade da enzima antioxidante catalase e na 

concentração da glutationa reduzida após a ingestão da dieta em relação ao grupo 

controle  (FIG 6C), indicando uma perda da defesa antioxidante no fígado. Nenhuma 

alteração foi  observada na atividade da superóxido dismutase em relação ao grupo 

controle. Zhang et al., (2021) observaram uma diminuição das enzimas SOD e CAT em 

ratos wistar alimentados        com uma dieta rica em gordura e açúcar por 11 semanas. 

Entretanto, Lahouel (2024) não encontraram alterações na glutationa reduzida em 

camundongos alimentados com bebida açucarada e dieta enriquecida com sacarose 

durante 7 dias . Esses achados corroboram a hipótese de que a ingestão de uma dieta 
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rica em sacarose pode promover aumento do estresse oxidativo no fígado. 

Figura 6 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre a defesa antioxidante no fígado após 

4                      semanas. 

 

A. SOD (U/mg de proteínas) B. Catalase (mmol/min/mg de proteína) C. GSH reduzida (U/mg de 

proteína). O efeito da dieta rica em sacarose por 4 semanas foram analisados pelo teste de 

normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As diferenças entre os grupos foram 

consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados foram representados como média ± desvio 

padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental controle e 14 para o grupo dieta. 

 

4.5.1 Biomarcadores de estresse oxidativo: proteínas carboniladas (PCO) e 

substâncias reagentes ao ácido tiobarbitúrico  (TBARS) 

Após 4 semanas a dieta rica em sacarose foi capaz de promover um aumento 

tanto na concentração de proteínas carboniladas (65%) como de TBARS (116%) em 

relação                                               ao grupo controle (FIG 7A e 7B) demonstrando que ocorreu um dano oxidativo, 

fato este corroborado pela diminuição da atividade da catalase e concentração da 

glutationa reduzida (Figura 6B e 6C). Iftikhar et al., (2022) também observaram 

aumento de TBARS em fígado de ratos alimentados com dieta rica em carboidratos e 

em gordura por 28 dias. Żebrowska et al,. (2020) observaram um aumento de 414% em 

proteínas carboniladas no plasma de ratos wistar alimentados por 8 semanas com uma 

dieta rica em açúcar.
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Figura 7 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre os biomarcadores de estresse 

oxidativo no fígado após 4 semanas. 

 

A. PCO (mmol/mg de proteínas) B. TBARS (mmol/mg de proteína). O efeito  da dieta rica em 

sacarose por 4 semanas foram analisados pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t 

Student não pareado. As diferenças entre os grupos foram consideradas com *p 0,05 vs controle. 

Os dados foram representados como média ± desvio padrão. Foram utilizados 11 animais para o 

grupo experimental controle e 14 para o grupo dieta. 

4.6 Atividade das metaloproteinases 2 e 9 

A ingestão da dieta rica em sacarose promoveu um aumento na atividade da 

MMP 9 (38%) em comparação ao grupo controle. Entretanto, não foi observada 

nenhuma alteração da atividade da MMP 2. O aumento na atividade da MMP 9 pode 

ser associado ao aumento do estresse oxidativo observado no fígado dos animais 

alimentados com dieta rica em sacarose. Tsai et al., (2013) também observaram um 

aumento da atividade da MMP 9 em cultura de células do tendão de aquiles de ratos 

Sprague-Dawley que foram tratados em  meio com altas concentrações de glicose. Chi 

et al., (2014) relataram aumento na atividade da MMP 2 em cultura de células de 

fibroblastos incubadas em meio rico em glicose. 
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Figura 8 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre a atividade das metaloproteinases 2 

e 9                   no fígado após 4 semanas. 

 

 

A. MMP 9 (UA) B. MMP 2 (UA). O efeito da dieta rica em sacarose por 4 semanas  foram analisados 

pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As diferenças entre os grupos 

foram consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados foram representados como média ± desvio 

padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental controle e 14 para o grupo dieta. 

 

4.7 Determinação da fosforilação da AKT em resíduo de serina e a  

AKT total 

Foi observada uma redução de 71,5% na fosforilação de AKT em serina 473 

após 4  semanas de ingestão da dieta rica em sacarose em relação ao grupo controle. A 

redução da fosforilação da AKT demonstra que a dieta foi capaz de promover prejuízos 

na sinalização da insulina no fígado e por conseguinte este hormônio perdeu sua 

capacidade de ação e regulação do metabolismo hepático. Żebrowska et al., (2020) ) 

observaram que a alteração da concentração de insulina induz à resistência em ratos 

wistar alimentados com dieta rica em açúcar por 8 semanas. Softic et al., (2017) 

observaram que camundongos C57BL/6 alimentados com uma dieta rica em gordura 

por 10 semanas, foram capazes de diminuir em 50% a fosforilação da AKT.
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Figura 9 – Efeito da dieta rica em sacarose sobre a fosforilação da AKT em resíduo de 

serina 473 no fígado após 4 semanas. 

. 

A. AKTpser473/AKT total (UA). O efeito da dieta rica em sacarose por 4 semanas  foram analisados 

pelo teste de normalidade de Shapiro Wilk e teste t Student não pareado. As diferenças entre os grupos 

foram consideradas com *p 0,05 vs controle. Os dados foram representados como média ± desvio 

padrão. Foram utilizados 11 animais para o grupo experimental controle e 14 para o grupo dieta. 
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5 Conclusão 

 
Com os resultados obtidos pode-se concluir que a ingestão da dieta rica em 

sacarose por 4 semanas foi capaz de induzir a prejuízos na via de sinalização da insulina 

por reduzir a fosforilação da proteína AKT em serina 473 e assim, alterar a glicemia, 

metabolismo lipídico, e induzir o estresse oxidativo em fígado de camundongos SWISS. 

Esses achados sustentam,                        pelo menos em parte, nossa hipótese de que o aumento do 

consumo de carboidratos acarretaria em aumento do estresse oxidativo e 

consequentemente em  aumento da atividade das metaloproteinases 2 e 9. 

A figura a seguir resume os achados do trabalho que corroboram com a hipótese 

do presente trabalho. 

Figura 10 – Fluxograma resumo 

  Fluxograma resumo: SOD: Superóxido dismutase;CAT: Catalase; GSH: Glutationa reduzida; PCO: 

Proteínas carboniladas; TBARS: Substâncias reagentes ao ácido tiobarbitúrico; MMP: 

Metaloproteinases; AKT: Proteína quinase B. 

Fonte: Autoria própia. Imagem da sinalização da insulina: adaptado de CARVALHEIRA et al., 

(2002). 
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