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RESUMO

O sobrepeso e a obesidade estdo aumentando drasticamente nos ultimos anos,
devido ao aumento do consumo de fast foods. Individuos obesos apresentam uma
diminuicdo das defesas antioxidantes, podendo levar & danos ao DNA. Dessa forma,
estudos estdo sendo conduzidos a fim melhorar as complicacdes ocasionadas pela
obesidade. Para tanto, pesquisas em animais estdo utilizando a dieta cafeteria (CAF)
como modelo de inducéo de obesidade, uma vez que ela é baseada no consumo de
alimentos ultraprocessados. Atualmente tem se estudado estratégias dietéticas
complementares para prevenir e/ou melhorar as complicacbes causadas pela
obesidade, como compostos naturais com efeitos antiobesidade. Dentre esses
compostos, a melatonina (MEL) vem se destacando devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da suplementacdo de melatonina sobre parametros bioguimicos,
genotoxicos e perfil inflamatorio em camundongos alimentados com CAF. Para tanto,
foram utilizados 60 camundongos machos Swiss, divididos em seis grupos
experimentais (n=10): Dieta Padrao (DP) — alimentados apenas com racéo padrao (21
semanas); DP + MEL — alimentados apenas com racdo padrao e suplementados com
melatonina (24 semanas); CAF — alimentados com CAF (21 semanas); CAF + MEL —
alimentados com CAF e suplementados com melatonina; CAF / CAF + MEL -
alimentados com CAF nas primeiras 17 semanas e nas ultimas quatro semanas
continuaram o consumo de CAF e iniciaram o consumo de melatonina, totalizando 17
semanas; CAF + MEL / CAF - alimentados com CAF e suplementados com
melatonina nas primeiras 17 semanas e nas ultimas quatro semanas pararam 0O
consumo de melatonina, totalizando 21 semanas. Foram realizadas coletas de sangue
dos animais em 17 e 21 semanas afim de avaliar danos ao DNA, perfil lipidico
(triglicerideos, colesterol total e HDL), hepatico (ALT e AST), perfil inflamatdrio (TNF-
a e IL-10), glicemia de jejum e realizacao do teste de tolerancia a insulina dos animais
nos seis grupos experimentais. Ao final do experimento os animais foram
eutanasiados e o figado, rim, gordura e medula 6ssea foram retirados para realizacao
dos demais testes: Ensaio Cometa, Teste de Micronucleo, estresse oxidativo e
Western Blot. Dessa forma, pode-se observar que a CAF induziu a um quadro
inflamat6rio com aumento de TNF- a e diminuicdo de IL-10, acompanhando de
alteracéo no perfil lipidico e hepatico, além disso levou a danos ao DNA nos tecidos
avaliados e resisténcia a insulina, quando os animais foram suplementados com MEL
durante 17 semanas pode-se observar que houve uma reversédo destas alteracées.
Nas ultimas quatro semanas de experimentacdo observou-se que a CAF levou ao
estresse oxidativo e danos em figado, rim e medula 6ssea. A MEL foi eficaz para
atenuar essas alteragdes presentes nos camundongos obesos, sendo que o principal
mecanismo pelo qual a MEL atua na reducdo de danos ao material genético seria
atraves da modulacéo das proteinas envolvidas com o processo de reparo do DNA na
recombinacdo homologa e ndo-homologa. Em concluséo, os resultados demonstram
que a MEL é um eficiente antioxidante, podendo ser um candidato a reduzit
alteracdes bioquimicas e genéticas presente na obesidade.

Palavras-chave: Dieta cafeteria; Melatonina; Obesidade; Genotoxicidade; Estrese
Oxidativo; Antioxidante.



ABSTRACT

Overweight and obesity are increasing dramatically in recent years, due to the increase
in consumption of fast foods. Obese individuals have a decrease in antioxidant
defenses, which can lead to DNA damage. Thus, studies are being conducted in order
to improve complications caused by obesity. Therefore, animal research is using the
cafeteria diet (CAF) as a model for inducing obesity, since it is based on the
consumption of ultra-processed foods. Complementary dietary strategies are currently
being studied to prevent and/or improve complications caused by obesity, such as
natural compounds with anti-obesity effects. Among these compounds, melatonin
(MEL) has been standing out due to its antioxidant and anti-inflammatory properties.
Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of melatonin
supplementation on biochemical, genotoxic and inflammatory profile parameters in
CAF-fed mice. For that, 60 male Swiss mice were used, divided into six experimental
groups (n=10): Standard Diet (SD) — fed only with standard chow (21 weeks); DP +
MEL - fed only standard chow and supplemented with melatonin (24 weeks); CAF —
fed with CAF (21 weeks); CAF + MEL - fed with CAF and supplemented with
melatonin; CAF / CAF + MEL - fed with CAF in the first 17 weeks and in the last four
weeks continued the consumption of CAF and started the consumption of melatonin,
totaling 17 weeks; CAF + MEL / CAF - fed with CAF and supplemented with melatonin
in the first 17 weeks and in the last four weeks they stopped the consumption of
melatonin, totaling 21 weeks. Blood samples were taken from the animals at 17 and
21 weeks in order to evaluate DNA damage, lipid profile (triglycerides, total cholesterol
and HDL), liver (ALT and AST), inflammatory profile (TNF-a and IL-10), blood glucose
of fasting and performance of the insulin tolerance test of the animals in the six
experimental groups. At the end of the experiment, the animals were euthanized and
the liver, kidney, fat and bone marrow were removed to perform the other tests: Comet
Assay, Micronucleus Test, oxidative stress and Western Blot. Thus, it can be observed
that CAF induced an inflammatory condition with an increase in TNF-a and a decrease
in IL-10, accompanied by an alteration in the lipid and liver profile, in addition to leading
to DNA damage in the tissues evaluated and resistance to insulin, when the animals
were supplemented with MEL for 17 weeks, it can be seen that there was a reversal
of these changes. In the last four weeks of experimentation, it was observed that CAF
led to oxidative stress and liver, kidney and bone marrow damage. MEL was effective
in attenuating these changes present in obese mice, and the main mechanism by
which MEL acts to reduce damage to genetic material would be through the modulation
of proteins involved in the DNA repair process in homologous and non-homologous
recombination. homologous. In conclusion, the results demonstrate that MEL is an
efficient antioxidant and may be a candidate to reduce the biochemical and genetic
alterations present in obesity.

Keywords: Cafeteria diet; Melatonin; Obesity; Genotoxicity; Oxidative Stress;
Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade e as comorbidades metabdlicas associadas s&o um problema
de saude publica em todo o mundo (Hill et al., 2018). De acordo com a pesquisa do
Ministério da Saude em capitais brasileiras (Vigitel, 2019), o excesso de peso esta
presente em 55,7% e a obesidade em 19,8% da populacdo adulta. Projecdes
realizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2018) relatam que a previsao
para 2025 seja de aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso e 700
milhdes com obesidade.

O principal critério para definir o sobrepeso e a obesidade esta relacionado
com o indice de massa corporal (IMC) que leva em considerac&o o peso e a altura do
individuo (WHO, 2018). De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (2018) um
individuo é considerado com sobrepeso quando o IMC for maior ou igual a 25 e obeso
guando o IMC maior ou igual a 30.

Uma vez considerado um problema apenas em paises de alta renda, o
excesso de peso e a obesidade estdo aumentando dramaticamente nos paises de
baixa e média renda, particularmente nas areas urbanas (WHO, 2018), onde o
consumo frequente de alimentos hipercaldricos e hiperlipidicos, conhecidos como fast
food, tem aumentado bastante nos dltimos anos. Estes alimentos sdo ricos em acidos
graxos saturados, acidos graxos trans, acUcar e sodio (Piernas e Popkin, 2010;
Macedo et al., 2012; Jaworowska et al., 2013) e estdo normalmente associados a uma
menor ingestao de fibras, vitaminas e minerais (Jaworowska et al., 2013; Martin et al.,
2013), o que contribui para os quadros de obesidade e sindrome metabdlica.

Alguns pesquisadores tém estudado a relagdo do consumo de alimentos
fast food com a obesidade (Sampey et al., 2011; Macedo et al., 2012; Cobb et al.,
2015; Ginés et al., 2018). Cobb et al. (2015), realizaram uma revisao sistematica e
observaram que houve uma associagcdo positiva entre a qualidade do ambiente
alimentar com a obesidade.

Os maus habitos de vida que levam ao sobrepeso e obesidade ocorrem a
partir de um desequilibrio entre as calorias consumidas e as calorias gastas, uma vez
gue associado ao consumo de alimentos ricos em energia esta o sedentarismo.

Quando este quadro esta presente na rotina de um individuo (WHO, 2018), ocorre o
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que é chamado de superavit caldrico ou equilibrio energético positivo (Monteiro et al.,
2009).

Um estado de equilibrio energético positivo, com acumulo de gordura ao
longo do tempo, exige plasticidade do tecido adiposo, que inclui a formacéo de novos
adipdcitos e também a adesao fisica dos espacos anatbmicos para a expansao do
tecido adiposo (Monteiro et al., 2009). Caso contrario, ocorrem dois fendmenos
deletérios: crescimento hipertréfico de adipdcitos, que se romperdo mais
frequentemente; e deposicdo de gordura em orgaos diferentes do tecido adiposo
(Sethi e Vidal-Puig, 2007), principalmente no figado, com doencas locais, como a
esteatose hepéatica e, doencas sistémicas, tal como a resisténcia a insulina (Hegele et
al., 2007).

Nesse contexto, a OMS e varias autoridades nacionais fizeram
recomendacfes acerca da limitacdo do consumo diario de carboidratos, mais
especificamente de amidos e agUcares rapidamente digeriveis (Brouns, 2018). Estas
recomendacdes desempenham um papel fundamental na reducdo dos riscos de
obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares (Hauner et al., 2012; DeSalvo et al.,
2016), uma vez que a manutencdo da quantidade “normal” de tecido adiposo é
essencial, pois 0 aumento deste tecido pode ocasionar sérios problemas de saude
(Favero et al., 2015).

O peso corporal excessivo aumenta significativamente o risco e o
prognéstico de sindrome metabdlica (WHO, 2015). Um consenso da International
Diabetes Federation e da American Heart Association/National Heart, Lung and Blood
Institute identifica os critérios da sindrome metabdlica como: obesidade abdominal,
colesterol HDL (do inglés high-density lipoprotein cholesterol) reduzido, triglicerideos
elevados, intolerancia a glicose e hipertenséo, sendo que o diagndstico exige que trés
dos cinco critérios estejam presentes (Alberti et al., 2009).

A incidéncia crescente da sindrome metabdlica em todo o mundo
acompanha a adoc¢éo do chamado estilo de vida ocidental moderno (Carnethon et al.,
2004; Wilsgaard e Jacobsen, 2007). As principais caracteristicas negativas deste
estilo de vida incluem estresse em longo prazo e continuo e também estresse
psicoldgico, equilibrio energético positivo (consumo excessivo de energia e baixa
atividade fisica) e alimentos de baixa qualidade (pobres em micronutrientes) (Azevedo
et al., 2009). Dessa forma, a principal causa da sindrome metabdlica é um estilo de

vida ndo saudavel, em especial uma dieta altamente processada, rica em gordura,
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acucar e sddio (Lutsey et al., 2008), combinada com inatividade fisica (Gennuso et al.,
2015).

1.1.1 Inflamacé&o, estresse oxidativo e danos ao DNA na obesidade

Ha décadas vem se estudando a relagdo da obesidade com a inflamacéo,
onde descobriu-se que 0 excesso de peso esta associado ao desenvolvimento da
inflamacéo sistémica crénica de baixo grau no tecido adiposo. Esta condicdo €&
influenciada pela ativagédo do sistema imune inato no tecido adiposo que promove 0
estado pré-inflamatorio e o estresse oxidativo, provocando uma resposta sistémica de
fase aguda. Como citado anteriormente, varias doencas cronicas sao provenientes da
obesidade, por exemplo, sindrome metabdlica, diabetes mellitus, doencas hepaticas
e cardiovasculares e cancer, todas essas doencas estdao associadas ao aumento de
estresse oxidativo (Alberti e Zimmeti, 1998). Portanto, tem-se a hipotese de que a
inflamacé&o do tecido adiposo em pacientes obesos desempenha um papel critico na
patogénese das complicacdes relacionadas a obesidade (Xu et al., 2003).

O tecido adiposo é um 6rgdo enddcrino e de armazenamento necessario
para a homeostase energética. Este tecido, composto principalmente de adipécitos,
também contém outras células (dentre elas fibroblastos, células endoteliais e imunes)
(Cristancho e Lazar, 2011), hormonios secretores e citocinas (adipocinas ou
adipocitocinas) que exercem a acéo enddcrina, paracrina e autdcrina sobre o corpo
inteiro (Fernandez-Séanchez et al., 2011).

O tecido adiposo pode ser classificado em trés tipos de acordo com suas
funcdes, vascularizacdo e estrutura: tecido adiposo marrom (TAM), tecido adiposo
branco (TAB) e tecido adiposo bege (Frigolet e Guitérrez-Aguilar, 2020).

O TAM possui adipécitos de menor tamanho, multiloculares, maior nimero
de mitocondrias e expresséo da proteina UCP-1 (do inglés Uncoupling Protein 1). Os
adipdcitos deste tecido tém alta capacidade de absorcdo de nutrientes, porém nao
evidencia alta capacidade hipertréfica, pois os acidos graxos sao utilizados para a
producao de calor no processo de termogénese (Warner e Mittag, 2015).

Com relacdo ao TAB, sua principal funcdo € no controle da homeostase
energética por meio do armazenamento e liberagcdo de lipideos em resposta as
necessidades nutricionais e metabdlicas sistémicas. A expansédo do TAB ocorre por

hipertrofia (aumento no tamanho dos adipécitos por acumulo de lipideos) e/ou
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hiperplasia (aumento no niumero de adipdcitos — atraves da adipogénese) (Zwich et
al., 2018). O TAB é distribuido no corpo através de diversos depdsitos, incluindo
viscerais (Wajchenberg, 2000), e seu acumulo esta relacionado principalmente a
desordens metabdlicas, tais como diabetes e doencas cardiovasculares (Shuster et
al., 2012) e subcutaneos que contribui com efeitos benéficos ao metabolismo (Kwok
et al., 2016).

O terceiro tipo de tecido adiposo, chamado de bege, tem a morfologia
intermediaria entre o de adipdcitos brancos e marrons (Young et al., 1984; Cousin et
al., 1992). Apesar das semelhancas com os adipdécitos marrons, os adipocitos bege
podem sofrer um fendtipo termogénico ou de armazenamento, dependendo das
condicBes ambientais (Zoico et al., 2019).

A expansao aumentada do tecido adiposo esta relacionada com a ativacao
da via do NF-kB que regula negativamente o gene SLC2A4. Esse gene codifica o
transportador de glicose 4 (GLUT4) em TAB e TAM e também em musculo esquelético
e cardiaco. A presenca de tecido adiposo em excesso € fonte de citocinas proé-
inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -1,
IL-6 e anti-inflamatérias, tais como a IL-10 (Fonseca-Alaniz et al., 2007).

O TNF-a é uma citocina que tem influéncia na resposta inflamatoria, no
sistema imunoldgico, na apoptose das células adiposas, no metabolismo lipidico, no
aumento da lipogénese hepatica e na sinalizacéo da insulina (Chandel et al., 2001). A
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) também pode ser induzida pelo
TNF- a através da ligagao de receptores especificos e na promogao da sinalizagéo do
NF-kB (Chandel et al., 2001). Estudos relatam que os niveis séricos de TNF-a estao
aumentados na obesidade e diminuem com a perda de peso. O TNF-a favorece a
resposta sistémica de fase aguda através da liberacdo de IL-6 (Wang e Trayhurn,
2006).

De uma forma geral, o tecido adiposo acumulado induz a sintese de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-13 e IL-6, que promovem 0 aumento
da geracdo de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) por macréfagos e
monaocitos (Fonseca-Alaniz et al., 2007). As ERO induzem a liberacdo adicional de
citocinas pro-inflamatorias e expressdao de moléculas de adesdo e fatores de
crescimento (por exemplo, fator de crescimento de tecido conjuntivo, fator de
crescimento de insulina-1 (IGF-I), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

e molécula de adeséao de células vasculares (Lavrovsky et al., 2000) atraves de fatores
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de transcricdo, particularmente NF-kB e a via da fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase (Shoelson et al., 2007).

Ha uma forte relacdo entre os processos pro-inflamatorios e o estresse
oxidativo (Redman e Sargent, 2003), uma vez que tanto em condic¢des fisiologicas
quanto em condi¢des patoldgicas, as citocinas induzem a producao de ERO, gerando
uma producao maior e irregular de outras citocinas (Fernandez-Sanchez et al., 2011).

A suscetibilidade ao dano oxidativo é ainda maior em individuos obesos
devido a deplecdo das defesas antioxidantes, incluindo a superoxido dismutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT) (Amirkhizi et al., 2007). Em
comparagcdo com pacientes com peso normal, a atividade da SOD em individuos
obesos é significativamente menor (Ozata et al., 2002). Além disso, foi demonstrado
que a suplementacdo com antioxidantes, tais como vitamina A, E e C e B-caroteno
(Amirkhizi et al., 2007), pode reduzir o estresse oxidativo, ERO, risco de complica¢des
relacionadas a obesidade e restaurar a expressdo de adipocinas (citocinas anti-
inflamatorias) (Furukawa et al., 2004).

Além do exposto, a obesidade esta relacionada com danos causados ao
DNA, como demonstrado no estudo de Al-Aubaidy et al. (2011) onde foi observado
um dano oxidativo maior em individuos obesos e com sobrepeso quando comparados
com individuos magros. O sobrepeso e a obesidade também estao relacionados com
danos oxidativos em macromoléculas, tais como o DNA, avaliados através da 8-
hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG), e lipoperoxidacdo, avaliada através do
malondialdeido (MDA) (Karbownik-Lewinska et al., 2012).

Em um estudo de Elwakkad et al. (2011), a concentracao sérica de 8-OHdG
em adolescentes com obesidade severa foi maior que em adolescentes com
obesidade menos acentuada, sendo que houve uma correlacdo altamente positiva
entre o IMC e a concentracao sérica de 8-OHdG.

Setayeshi et al. (2018) identificaram 18 estudos em que os efeitos do
excesso de peso afetaram a estabilidade do DNA em células soméaticas de
camundongos. Da mesma forma, outros autores demonstraram resultados
semelhantes obtidos através do ensaio cometa (EC) em roedores, indicando que ha
a presenca de instabilidade genémica em diferentes tecidos, tais como em rim, figado,
cérebro e sangue (De Sibio et al., 2013; Tenorio et al., 2013; Leffa et al., 2014; Sinha
et al., 2014; Setayesh et al., 2017; Gutzkow et al., 2016; Remely et al., 2017a; Remely
et al., 2017b).
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Um estudo conduzido por Leffa et al. (2014), avaliou o efeito da uma dieta
cafeteria (CAF) hipercal6rica em relacdo aos danos no DNA, sendo que essa CAF era
rica em alimentos industrializados e bebidas acucaradas. Dessa forma, foi observado
que houve dano genotoxico ao DNA, avaliado através do EC no grupo CAF
significativamente maior que o grupo dieta padréo, em sangue periférico, rim, figado
e cérebro e também foi observado dano mutagénico, avaliado pelo teste de
micronucleo (MN) na medula 6ssea dos animais do grupo CAF.

O dano genotoxico também esta aumentado em pacientes com sindrome
metabdlica, como observado em um estudo realizado com pessoas portadoras dessa
doenca. Neste estudo, pode-se observar que a presenca de sindrome metabdlica
aumentou os danos ao DNA, avaliados através do EC e teste de MN, em relacdo ao
grupo controle saudavel (Karamana et al., 2015). Esses resultados também estdo
correlacionados com caracteristicas da sindrome metabdlica, como circunferéncia
abdominal, IMC, triglicerideos plasmaticos e niveis de HDL-c (Mitjavila et al., 2013).
Os danos genotoéxicos podem ter sido causados pelo excesso de ERO e o estresse
oxidativo (Konat, 2003).

Da mesma forma, um estudo realizado em humanos demonstrou que 81
criangas com sobrepeso e obesidade, com idade média de 10 anos, tiveram uma
frequéncia de MN significativamente maior em relacdo ao grupo controle com criangas
saudaveis. Este resultado pode ser explicado pela inflamacéo causada pelo excesso
de peso, que aumenta o estresse oxidativo e assim causa danos as macromoléculas,
tal como o DNA (Scarpato et al., 2011).

1.2 MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO DE OBESIDADE: CAF

A CAF é um modelo confiavel de inducdo de obesidade em animais, que
mimetiza a obesidade dietética em seres humanos, promovendo hiperfagia voluntéria,
ganho de peso corporal, expansao exacerbada do tecido adiposo, hiperglicemia,
hiperinsulinemia e processos inflamatoérios no figado e tecido adiposo (Sampey et al.,
2011).

A CAF fornece aos animais uma selecdo variada de alimentos
ultraprocessados, tais como salgadinhos, bolachas, salsicha, chocolates e
marshmallow (Shafat et al., 2009; Sampey et al., 2011; Leffa et al., 2014) e dessa

forma reflete com maior precisdo a comorbidade das doencas humanas (Sampey et
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al., 2011; Higa et al., 2014). Como pode ser observado no estudo conduzido por
Gomez-Smith et al. (2016), a CAF € capaz de gerar sindrome metabdlica em ratos,
com aumento do tecido adiposo visceral, dislipidemia e resisténcia a insulina. Além
desses efeitos periféricos, a inflamacdo também esteve presente no hipocampo dos
ratos alimentados com CAF. Notavelmente, os distarbios metabdlicos e a
neuroinflamacéo do hipocampo foram totalmente resolvidas ao mudar a dieta dos
animais, para uma dieta saudavel durante um més. Além disso, outro importante
resultado encontrado foi que, mesmo em curto prazo, a exposicdo a CAF induziu um
estado proé-inflamatério, efeito este que pode ser prejudicial com o avanco da idade
ou associado a lesdes, como acidente vascular cerebral (Gomez-Smith et al., 2016).
Beilharz et al. (2014) demonstraram que a CAF, quando combinada com
uma solucdo de sacarose 10%, pode aumentar rapidamente a expressdao de mRNA
de marcadores neuroinflamatérios como TNF-a e IL1B8 no hipocampo. Estes
marcadores, por sua vez, podem estar relacionados a danos cognitivos e, de fato,
Holloway et al. (2011) relataram que adultos saudaveis que comeram uma dieta com
70% de gordura por 5 dias apresentaram pior desempenho em tarefas que medem a
atencao e a velocidade de recuperagdo em relagdo ao periodo anterior a dieta.
Estudo conduzido por Dias et al. (2014), avaliou uma CAF, que consistia
em alimentos conhecidos como fast food, que incluiam salgadinhos, bolachas,
mortadela, salsicha, entre outros, sendo que esses alimentos foram fornecidos aos
camundongos durante 13 semanas, ao final foi observado que a mesma foi capaz de
aumentar o peso corporal desses animais em comparagdo com o grupo dieta padrao,
aumento de triacilglicerois e TNF-a. Ja no estudo de Leffa et al. (2014), foi possivel
observar que esse modelo de CAF induziu intolerancia a glicose em relacdo ao grupo

alimentado apenas com racao padrao.

1.3 MELATONINA

A obesidade e o0 excesso de peso sao considerados problemas
multifatoriais e a determinacdo da sua origem contribui para determinar, desta forma,
as melhores solugdes para reduzir sua incidéncia. Portanto, estratégias dietéticas
complementares, como compostos naturais com efeitos antiobesidade, poderiam ser
um suporte adjuvante as terapias atuais e reforcar os tratamentos de obesidade

(Ginés et al., 2018). A melatonina (MEL) se encaixa neste cenario por possuir efeitos
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antioxidantes e anti-inflamatorios e estar envolvida na regulacao do tecido adiposo
(Tan et al., 2011; Jimenéz-Aranda et al., 2014).

A MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) é produzida principalmente pela
glandula pineal, mas é também produzida em menor quantidade em outros 6rgaos,
como o trato gastrointestinal, pele, retina e medula 6ssea (Acufa-Castroviejo et al.,
2014; Slominski et al., 2018). Além do ciclo de luz claro-escuro, 0os niveis desse
horménio sdo controlados pelas estacbes do ano, género, idade e condicdes
fisioloégicas (Rondanelli et al., 2013). O controle do ritmo circadiano € apenas uma das
muitas funcbes da MEL, que também tem funcdo imunomodulatéria (Reiter et al.,
2010a), anti-inflamatoria, antioxidante, de vasorregulagéo (Galano et al., 2011; Mauriz
et al., 2013) e atividade oncostatica (Bonnefont-Rousselot e Collin, 2010; Reiter et al.,
2010b; Fernandez-Mar et al., 2012), atuando através da eliminacdo de radicais livres
(Galano et al., 2013; Favero et al., 2014).

A producéo de MEL pela glandula pineal ndo esta sujeita a mecanismos de
retroalimentacao, dessa forma a sua concentracdo plasmatica ndo regula sua propria
producado (SBEM, 2017). Os receptores de MEL podem ser encontrados em diversos
locais, tais como no cérebro, gbnadas, glandula adrenal, coracéo, pulmdes, artérias,
rins, pele, musculo, tecido adiposo, intestino e entre outros (Johnston e Skene, 2015).

O mecanismo pelo qual a glandula pineal é estimulada a produzir MEL,
ocorre quando ndo ha a presenca de luminosidade. Dessa forma, a ligacdo entre a
glandula pineal e a luz se inicia na retina quando a mesma envia sinais luminosos
através do trato retino-hipotalamico para o nucleo supraquiasmatico, que € um
oscilador circadiano no cérebro (Kalsbeek et al., 2006).

Durante as horas de luz do dia, os neurdnios no nucleo supraquiasmatico
sdo altamente ativados e enviam sinais inibitérios para a glandula pineal através da
medula espinhal, dessa forma, a producdo de MEL é inibida. A noite, o nucleo
supraquiasmatico envia sinais a glandula pineal que, por sua vez, inicia a producao

de MEL para indugéo do sono (Figura 1) (Ackermann e Stehle, 2006).
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Figura 1: Mecanismos fisiolégicos da inibicdo e liberacdo de MEL (Adaptado de Brzezinski, 1997). A
glandula pineal é estimulada a produzir MEL durante a noite ou na auséncia de luminosidade. A
auséncia de luz estimula o trato retinohipotalamico que envia sinais inibitérios para o ndcleo
supraguiasmatico e, por sua vez, os sinais inibidores sdo direcionados para a glandula pineal que inicia
a producgéo de MEL para indugéo do sono (Ackermann e Stehle, 2006).

A producédo de MEL sistémica € exclusiva da glandula pineal, no entanto,
nao € a maior produtora deste horménio, pois o intestino e a pele sao os responsaveis
pela maior producdo desse hormonio (Huether, 1993; Slominski et al., 2008). A
regulacao da producgéo extrapineal de MEL (exceto para a retina) utiliza mecanismos
diferentes daqueles da glandula pineal. Nesses 6rgéos, a produ¢cédo nao responde ao
ciclo claro/escuro, sendo regulada pelas demandas dos tecidos locais (Tan et al.,
2015).

O figado é o principal local para o metabolismo da MEL circulante. O
primeiro passo € mediado pelas monooxigenases do citocromo P450 e envolve a
hidroxilagdo da MEL na posicao C6. Este passo € seguido pela conjugac¢ao do produto
com sulfato para produzir 6-sulfatoximelatonina (Claustrat et al., 2005). O metabolismo
da MEL também envolve reacdes ndo enzimaticas que ocorrem em todas as células
e extracelularmente. Nessas reacfes, a MEL é convertida em 3-hidroximelatonina
ciclica apos a eliminagéo de 2 radicais hidroxila (Srinivasan et al., 2008). O principal
metabolito, a 6-sulfatoximelatonina, € inativo e sua excrecdo urinaria reflete as
concentracdes plasmaticas de MEL (Fideleff et al., 2006).

A MEL foi primeiramente identificada como um captador de radicais livres
h& mais de duas décadas (Tan et al., 1993) e desde entdo muitos artigos estdo sendo

publicados afim de comprovar a habilidade deste horménio antioxidante em proteger
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o0 DNA de danos causados por esses radicais (Galano et al., 2013), melhora do perfil
lipidico (Kozirog e al., 2011), diminui¢do de citocinas pré-inflamatérias (Tengattini et

al., 2008) e melhora das defesas antioxidantes (She et al., 2009).

1.3.1 Obesidade, melatonina e danos ao DNA

A MEL € uma molécula pequena, altamente lipofilica e hidrofilica capaz de
atravessar todas as barreiras morfologicas e além de atuar em todas as células,
também atua em todos os compartimentos subcelulares (Rodriguez et al., 2004).
Essas atividades levaram a sugestdo de que ela pode ser usada clinicamente em
doencas onde seus niveis circulantes sdo reduzidos, como em doencas
cardiovasculares (Reiter et al., 2010a) e diabetes (Peschke, 2008), além do cancer
(Srinivasan et al., 2008).

O papel da MEL na regulacao do peso corporal foi claramente demonstrado
pela observacéo de que a reducédo da MEL circulante em ratos pinealectomizados foi
seguida por um aumento no peso corporal e a administracdo intraperitoneal deste
horménio a esses animais pinealectomizados reverteu o ganho de peso corporal
(Prunet-Marcassus et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos sugerem que um aumento na secrecdo de MEL
reduz o risco de desenvolvimento de hipertensdo e diabetes tipo 2 (Forman et al.,
2010; McMullan et al., 2013). Obayashi et al. (2015) encontraram niveis mais baixos
de leucdcitos, que sdo biomarcadores da inflamacgédo sistémica, em uma grande
populacdo geral de idosos, quando a excrecao urinaria de 6-sulfatoximelatonina foi
maior. Esses achados levam a hipétese de que niveis mais altos de MEL enddgena
estdo associados a menor inflamacao sistémica (Obayashi et al., 2015).

A MEL é um potente antioxidante e atua eliminando ERO e de nitrogénio
(Galano et al., 2013; Zhang e Zhang, 2014), estimulando os sistemas de defesa
antioxidante através de receptores e aumentando a sintese de enzimas antioxidantes,
tais como a SOD e reduzindo estresse oxidativo, avaliado através de producgéo de
MDA (She et al., 2009). Varios estudos experimentais em humanos relataram que a
administracao repetida de MEL reduziu o estresse oxidativo e também contribuiu para
uma diminuicdo nas citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e IL-6 (Galano et al.,
2011; Kozirog et al., 2011; Mannino et al., 2019). Um estudo epidemioldgico relatou

qgue niveis mais altos de MEL enddgena foram associados significativamente com
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niveis mais baixos de IL-6 em mulheres idosas (Rodriguez et al., 2004; Tengattini et
al., 2008).

Um estudo conduzido por Favero et al. (2015), avaliou o efeito de oito
semanas de suplementacdo com MEL, disponibilizada na agua de beber, para
camundongos magros e obesos. Como resultado, observaram que a MEL melhorou o
baixo grau de inflamacgé&o do tecido adiposo associado a obesidade.

Além das propriedades expostas acima, a MEL também influencia varios
horménios envolvidos nas vias metabdlicas, como insulina e glucagon (Galano et al.,
2011; Peschke et al.,, 2015). Como pode ser observado em alguns estudos, 0
tratamento de quatro semanas com MEL leva a uma atenuacdo da resisténcia a
insulina, uma melhora das enzimas hepaticas, tais como alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), Gama glutamil transferase (GT), fosfatase
alcalina, e melhora também no perfil lipidico, que incluem as analises de triglicerideos
e colesterol em portadores de esteatose hepética (Gonciarz et al., 2013). Além disso,
a MEL aumentou significativamente a glutationa e atenuou o estresse oxidativo em
ratos com esteatose hepatica submetidos a uma dieta rica em gordura (Hatzis et al.,
2013).

Kozirog et al. (2011) avaliaram que um més de administracdo de MEL em
pacientes com sindrome metabdlica reduziu o IMC, pressdo arterial (PA) e
substancias reativas ao acido tiobarbitarico, que avalia peroxidacdo lipidica. Além
disso, apds 2 meses de tratamento, houve outras melhorias significativas na PA e no
estado antioxidante, conforme indicado por uma elevada atividade da CAT e uma
diminui¢&o nos niveis de LDL-c (Kozirog e al., 2011).

Trabalho de Zanquetta et al. (2003) verificou que 30 dias de restricdo
calorica ou suplementacdo de MEL em ratos pinealectomizados foram acompanhados
por aumento do contetdo de proteina GLUT4 na membrana plasmatica do tecido
adiposo branco em valores semelhantes aos do grupo controle. Outro estudo,
observou que a MEL protege contra o dano oxidativo e restaura a expressao do gene
GLUT4 no coracao de ratos com hipertireoidismo, estabelecendo a capacidade deste
horménio antioxidante em reverter alteracdes metabdlicas mediadas pelo estresse
oxidativo (Ghosh et al., 2007).

Este horménio produzido pela glandula pineal potencializa a acdo da
insulina, devido a regulacdo da expressédo de GLUT4 ou desencadeando a via de

sinalizacao da insulina. Assim, induz, via seus receptores de membrana acoplados a
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proteina G, a fosforilagdo do receptor de insulina e de seus substratos intracelulares
(Cipolla-Neto et al., 2014). Estudos jA& demonstraram que os tecidos sensiveis a
insulina (tecido adiposo branco, marrom, musculos esqueléticos e cardiacos) de
animais pinealectomizados exibem uma reducéo no RNA mensageiro de GLUT4 (Das,
2005; Ghosh et al., 2007; Srivastava e Krishna, 2010).

Além do exposto, a MEL tem efeitos protetores contra o dano oxidativo ao
DNA, uma vez que os niveis elevados de ERO estdo entre as principais causas de
danos ao DNA, sendo que a protecdo exercida pela MEL foi amplamente atribuida a
sua capacidade antioxidante (Majidinia et al., 2017). A capacidade da MEL pode
ocorrer de forma direta, ou seja, por meio de sua atividade de eliminac&o de radicais
livres e também indiretamente por meio de seus metabdlitos (Galano et al., 2016a;
Galano et al., 2016b), por estimulacédo de enzimas antioxidantes (Reiter et al., 2010c)
ou pela modulacédo das vias de reparo de DNA (Majidinia et al., 2017; Sliwinski et al.,
2007).

Erenberk et al. (2014) investigaram os efeitos da MEL na prevencéo de
danos ao DNA associados ao consumo de fenitoina sédica, droga utilizada para
convulsdes epilépticas que leva a formacao de ERO e consequente dano ao DNA. Ao
final verificaram que a MEL (e/ou seus metabdlitos) reverteu o dano ao DNA induzido
por este composto, sendo que esse resultado pode estar diretamente associado a
atividade de eliminacao de ERO da MEL.

Além disso, a MEL pode prevenir danos ao DNA causados por condicfes
hiperglicémicas, eliminando o excesso de ERO, uma vez que a administragéo de 10
mg/kg de MEL ao longo de seis semanas tem efeitos benéficos para ratos diabéticos.
Tal tratamento diminuiu os parametros de estresse oxidativo, como % de DNA na
cauda (tail intensity) (Sekkin et al., 2015). Também ha evidéncias de que a MEL tem
efeitos protetores contra a genotoxicidade induzida pela ciclofosfamida (Shokrzadeh
et al., 2014), um medicamento utilizado na quimioterapia e para suprimir o sistema
imunolégico. Embora o mecanismo exato de tal protecdo ndo tenha sido totalmente
elucidado, ele foi atribuido as capacidades antioxidantes e de eliminacdo de radicais
livres da MEL (Galano et al., 2018).

A MEL também esta relacionada com a diminuicdo de danos ao DNA
induzido por estresse oxidativo em espermatozoides (Espino et al., 2010), 6vulos

(Liang et al., 2017), pele (Kulms et al., 2002) — através de danos causados por
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radiacdo ultravioleta, contra danos causados por pesticidas (Hsu et al., 2002), no
envelhecimento (Damiani et al., 2020) e cancer de pele (Longaretti et al., 2020).

Os efeitos antioxidantes da MEL ndo se limitam apenas a sua forma
circulante, mas também da sua producéo intestinal (Ferreira et al., 2019), uma vez
que também hé& a sua producgédo nas células entero-endocrinas, que pode ser até 400
vezes maior do que a producao pela glandula pineal (Chojnacki et al., 2013).

Diversos estudos ja demonstraram o efeito da MEL sobre a microbiota
intestinal (Park et al., 2020; Gao et al., 2020; Ly et al., 2020; Song et al., 2020; Zhang
et al., 2021), dessa forma, a MEL tem demonstrado um grande efeito protetor do trato
gastrointestinal (Ferreira et al., 2020).

Resumidamente, a MEL tem como funcdo ser um eliminador de ERO,
sendo que evidéncias cientificas provaram que ela é um antioxidante indireto que
executa essa acdo por meio de varios mecanismos, tais como: (1) ativacdo de
enzimas antioxidantes, (2) protecdo de enzimas antioxidantes do dano oxidativo, (3)
estimulacdo da sintese de glutationa, (4) aumento das atividades de outros
antioxidantes, (5) inibicdo de enzimas pro-oxidantes através de mecanismos
epigenéticos e (6) aumento da eficiéncia da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, diminuindo assim o vazamento de elétrons e reduzindo a geracdo de
radicais livres (Reiter et al., 2003; Reiter et al., 2016). Como resultado dessas multiplas
acoes, a MEL previne e/ou repara o dano ao DNA em resposta ao estresse oxidativo
(Majidinia et al., 2017).

1.4 JUSTIFICATIVA

A obesidade é um problema de saude publica e a cada ano o numero de
pessoas obesas, sejam criangcas ou adultos, vem aumentando em todo o mundo
devido ao acesso a alimentos altamente processados, ricos em corantes, agucares e
sédio, conhecido como fast food. Devido aos inameros problemas de saude
acarretados por esta patologia, tais como doencas cardiovasculares, esteatose
hepatica, diabetes entre outros, a MEL encaixa-se neste cenario por possuir
propriedades antioxidantes capazes de reverter as alteragcbes ocasionadas pela
obesidade em nivel molecular. Porém, ndo h& muitos estudos relacionando os efeitos

da MEL sobre a obesidade em nivel de dano ao DNA. Sendo assim, ressalta-se a
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importancia de realizar um estudo que avalie os efeitos da MEL em nivel de danos em
DNA, além de alteracdes moleculares, bioquimicas e perfil inflamatério na obesidade.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo de MEL sobre parametros genotoéxicos,

bioquimicos e perfil inflamatério em camundongos alimentados com uma dieta
cafeteria (CAF).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Investigar se a CAF altera consumo alimentar e peso corporal e se a MEL é
capaz de reverter estes efeitos;

Avaliar o perfil lipidico, hepatico e a resposta glicémica em sangue de
camundongos machos que receberam CAF e/ou MEL,;

Avaliar parametros de estresse oxidativo em figado de camundongos que
receberam a CAF e/ou MEL;

Analisar se a CAF altera parametros de genotoxicidade em sangue periférico,
rim e figado, e mutagenicidade em medula éssea dos camundongos e se a
suplementacao de MEL é capaz de reverter estas alteracdes;

Avaliar o indice de adiposidade corporal dos camundongos submetidos a CAF
e os efeitos da suplementacdo com MEL nestes animais;

Avaliar perfil inflamatério, TNF- a e IL-10, nos camundongos submetidos a CAF
e/ou suplementados com MEL;

Avaliar os niveis proteicos de APE-1, OGG1 e NRF2 em figado e GLUT4 em
tecido adiposo branco de camundongos alimentados com a CAF e/ou
suplementados com MEL.

Investigar através de ensaios in silico, utilizando ferramentas de biologia de
sistemas, a acdo da MEL no processo de reparo do DNA na obesidade e quais

proteinas estdo envolvidas nessa via.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CRITERIOS ETICOS

Foram utilizados 60 camundongos machos Swiss (20 - 30g), com 30 dias
de idade. Os animais foram obtidos do Centro de Experimentacdo (CEA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e alojados em caixas de
polietileno, com comida e agua ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-
escuro (a luz é ligada as 7h da manha), com temperatura ambiente controlada de
22+1°C.

3.1.1 Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) (protocolo numero 0004/2018-2), conforme Lei 11.794 de 08 de outubro de
2008 da cidade de Criciuma — SC. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), lei Arouca n°11.794/2008. Cuidados foram tomados de modo a evitar o

minimo de desconforto e sofrimento para os animais.

3.2 PREPARO DA SOLUCAO DA MELATONINA

O preparo da solucdo de MEL (Sigma Aldrich, Brasil) foi feito no escuro e
foi ofertada aos animais em uma concentracdo de 2 mg/L para animais, diluido em
etanol absoluto em uma concentragéo final de 0,04% (Anisimov et al., 2003). A
solucdo de MEL foi colocada em garrafas de agua protegidas da luz que foram
trocadas por uma solucéo fresca duas vezes por semana (Corrales et al., 2014), nas
segundas e sextas-feiras. E importante ressaltar que a MEL ndo alterou as
propriedades organolépticas da agua ofertada aos animais, uma vez que um estudo
prévio do nosso grupo de pesquisa avaliou o efeito da suplementacdo de MEL em
camundongos durante o processo de envelhecimento (21 meses de suplementacao) o
consumo de liquidos se mostrou constante durante todo o periodo experimental
(Damiani et al., 2020).
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3.3 MODELO DE INDUCAO DE OBESIDADE

3.3.1 Dieta Cafeteria

A dieta cafeteria (CAF) € altamente palatavel, com alto teor calorico e
glicidico e foi escolhida devido a sua semelhanca com os padrées modernos de
consumo alimentar humano e devido a sua trajetéria de sucesso na indugdo de
obesidade em animais magros (Estadella et al., 2004; Kumar et al., 2011). A CAF foi
adaptada a partir de uma dieta previamente descrita por Shafat et al. (2009) e foi
composta de alimentos como wafer, bolachas de chocolate, mortadela, salsichas,
salgadinhos de queijo, bacon e Doritos®, pagcoca de amendoim, geleia de abdbora
com coco (sobre o pao), chocolate ao leite, doce leite (sobre o pdo), péo, bolacha
salgada, barrinha de cereal e bolo. O fornecimento de alimentos de ambas as dietas,
Dieta Padrdo (DP) e CAF foi renovado nas segundas, quartas e sextas-feiras até
complementarem as 21 semanas de experimento. Os animais que receberam a CAF
também tiveram acesso a DP, composta apenas pela racdo padrdo proveniente do

CEA da UNESC. O cardéapio semanal da dieta CAF esta apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Cardapio semanal dos animais que foram alimentados com dieta cafeteria.

Dias da semana Alimentos

Segunda-feira e terca-feira Geleia de coco e abdbora, goma, salsicha, bolo,
pao, salgadinho de bacon, marshmallow e biscoito
amanteigado.

Quarta-feira e quinta-feira Doce de leite, goma, goiabada, wafer de morango,
Mortadela, pao, salgadinho de queijo, barrinha de cereal.
Sexta-feira, sdbado e Bolacha recheada, geleia de coco e abdbora, pacoca, bolacha
domingo salgada,

Salgadinho de queijo nacho, marshmallow, chocolate ao leite,
pao e salgadinho de bacon.

A composicao de cada dieta, CAF e padrao, esta descrita na tabela 2 e os
calculos dos macronutrientes foram calculados de acordo com as informagfes
fornecidas pelos fabricantes a partir dos rétulos das embalagens dos alimentos

industrializados que constituiram a CAF e também da racéo padréo.
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Tabela 2. Composicdo das dietas.

Dieta padréo Dieta cafeteria
(3,36 kcal/g) (3,83 kcal/g)
g/100g kcal/100g g/100g kcal/100g
Proteinas 22 88 6 24
Carboidratos 53 212 65 260
Gordura 4 36 11 99

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental consistiu em 21 semanas totais de experimento,
sendo composto por 6 grupos experimentais com 10 ou 20 animais (figura 2).

Os grupos sao: grupo DP: 10 animais que foram alimentados com dieta
padrdao nas 21 semanas experimentais; grupo DP + MEL: 10 animais que foram
alimentados com dieta padrdo e consumo de MEL na agua de beber durante as 21
semanas; grupo CAF: 10 animais que foram alimentados com dieta cafeteria nas 21
semanas, grupo CAF + MEL: 10 animais que consumiram dieta cafeteria durante as
21 semanas de experimento com a suplementacdo de MEL disponibilizada na agua
de beber desses animais; grupo CAF / CAF + MEL — 10 animais que consumiram a
dieta cafeteria durante 21 semanas e foram suplementados com MEL nas ultimas 4
semanas; grupo CAF + MEL / CAF — 10 animais que consumiram dieta cafeteria
durante 21 semanas e foram suplementados com MELSs nas primeiras 17 semanas e

pararam o consumo nas ultimas 4 semanas experimentais.
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Semana Semana Semana
0 17 21
i Grupos:
Dieta Padrao (n=10) DP
' N Dieta Padrio + Melatonina (n=10) DP + MEL

CAF

' CAF + MEL |
CAF / CAF + MEL ‘
' CAF + MEL / CAF ‘

Figura 2. Desenho experimental. DP: Dieta Padrdo. CAF: Dieta Cafeteria. MEL: Melatonina.

No grupo CAF / CAF + MEL objetivou-se avaliar se a suplementacao de
guatro semanas de MEL seria eficaz em reverter as alteracfes causadas pela dieta
cafeteria, ja no grupo CAF + MEL / CAF o objetivo era avaliar se a descontinuac¢éo do
consumo de MEL ap6s 17 semanas de suplementagdo permitiria manter os em
beneficios nos animais mesmo com a continuacdo do consumo de alimentos
ultraprocessados.

Todos os animais passaram por duas coletas de sangue: a primeira coleta
ocorreu na 172 semana de experimentacéo, essa amostra foi retirada com o objetivo
de dosar a glicemia de jejum, resisténcia a insulina (ambos através do teste de
tolerancia a glicose — ITT), verificar danos ao DNA através do Ensaio Cometa (EC),
perfil inflamatorio, perfil lipidico e hepatico. Na 212 semana do experimento foi
realizada a segunda coleta de sangue para as mesmas analises citadas previamente.
Apds a eutanasia dos animais, retiraram-se cinco tipos de gorduras (epididimal,
inguinal, mesentérica, retroperitoneal e perirrenal), figado, rim e medula éssea. As

coletas e os testes estdo melhor exemplificados na linha do tempo abaixo (figura 3).



LINHA DO TEMPO
Semana Semana Semana
0 17 21
Inicio do 12 coleta de sangue para dosagem da glicemia
experimento: de jejum e teste de tolerancia a insulina,
separagéo dos analises bioquimicas (perfil hepatico e lipidico),
animais de acordo perfil inflamatorio e Ensaio Cometa. "
COm 0S grupos e |
inicio das dietas e/ou Semana 21
suplementagdo Subdivisdo dos grupos |
(quatro grupos CAF em: CAF e CAF/ Dia5e6 Dia
experimentais). _.l CAF + MEL e do grupo 7e8
et CAF + MEL em: CAF +

MEL e CAF + MEL / CAF
(seis grupos
experimentais).

Os animais foram pesados a cada 15
dias para compor a tabela de
caracterizagdo do modelo de indugéo de

obesidade.

~

28 coleta de sangue
para dosagem da
glicemia de jejum e
teste de tolerancia a
insulina, das
analises bioquimicas
(perfil hepatico e
lipidico) e perfil
inflamatorio.

\

Eutanasia dos animais e
dissecacédo das estruturas
para realizagdo do Ensaio

Cometa, Teste de

Micronucleos, estresse

oxidativo, indice de

adiposidade e Western |

Biot.

\

\

liquidos, afim de comprovar o consumo de melatonina pelos animais.

e -
. ‘, » Controle de ingestao de comidas para calculo de consumo energético e controle de ingestao de ‘
»

Figura 3: Linha do tempo do experimento.
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3.5 CONSUMO ALIMENTAR E GANHO DE PESO CORPORAL DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados a cada 15 dias ao longo de todo o
experimento. O consumo alimentar (comida) foi calculado a cada 48 horas, pela
pesagem da quantidade total de alimentos (g) fornecida aos animais e subtraindo da
quantidade (g) remanescente na gaiola a cada troca, durante todo o periodo
experimental. Com base na ingestdo de alimentos e na quantidade correspondente
de energia, 0s seguintes parametros foram calculados: consumo total energético
(kcal/dia) = média do consumo alimentar/calorias da dieta por dia e eficiéncia
energética (g/kcal) = média do ganho de peso corporal/média do consumo energético
(Diniz et al., 2004; Diniz et al., 2005).

3.6 CONSUMO DE LIQUIDOS

O consumo de liquidos foi realizado através da quantidade (mL) ofertada
nas mamadeiras dos grupos experimentais subtraindo da quantidade remanescente
(mL). Os liquidos foram trocados duas vezes na semana, dessa forma, foi possivel

calcular a média da ingestao de liquidos por grupo.

3.6.1 Célculo do consumo de melatonina

O consumo de MEL (mg/dia) foi realizado através média diaria da ingestédo
de liquidos (mL) por animal multiplicado por 2 mg (quantidade de MEL diluida na 4gua)

e dividido por 1000 mL (quantidade de agua que é diluido 2 mg de MEL).

3.7 GLICEMIA DE JEJUM E TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Os alimentos foram retirados seis horas antes do teste e a primeira coleta
de sangue foi equivalente ao tempo zero do teste. Apds isso, a insulina (2 U/Kg de
peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras de sangue foram coletadas
pela veia caudal dos animais nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, para a
determinacdo da glicose sérica através de glicosimetro. A velocidade constante do
decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a férmula 0,693/t1/2. O t1/2 da

glicose foi calculado a partir da curva da andlise dos minimos quadrados da



36

concentracdo da glicose sérica durante a fase de decaimento linear. Esse teste foi
realizado para comprovacao da instalacédo da resisténcia a insulina nos camundongos
(Wajchenberg et al.,1999).

3.8 PERFIL LIPIDICO E HEPATICO

Com o intuito de avaliar se o consumo da dieta cafeteria leva a alteracdes
em perfil lipidico foi avaliado triglicerideos, colesterol total e HDL-c e hepatico através
da AST e ALT no soro dos animais.

Os testes foram realizados através dos kits para dosagem de triglicerideos,
colesterol total, HDL-c, AST e ALT (Dialab) de acordo com as especificacbes do
fabricante. A partir dos valores obtidos pelas absorbancias pelo espectrofotémetro foi
calculado o perfil lipidico através do calculo: absorbancia do teste/absorbancia padrao
x 200.

A patrtir dos resultados obtidos do colesterol total e do HDL-c, foi realizado
o indice de Castelli I, através da formula colesterol total (mg/dL)/ HDL (mg/dL)
(Castelli, 1988).

3.9 INDICE DE ADIPOSIDADE CORPORAL

Para avaliar o indice de adiposidade dos animais, foram extraidos os
tecidos adiposos epididimal, mesentérico, retroperitoneal e perirrenal (grama de
gordura/grama peso corporal x 100) (Luciano, 2018).

3.10 PERFIL INFLAMATORIO

Os niveis de TNF-a e IL-10 no soro e figado coletados nos grupos de
tratamento foram quantificados por Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
usando um kit comercial apropriado (ThermoFisher, Life Sciences, EUA) de acordo
com as instruc¢des do fabricante. Os limites de deteccdo de cada citocina foram IL-10,
2,5-800 pg/mL com sensibilidade de 1,8 pg/mL e TNF-a, 2-700 pg/mL com
sensibilidade de 1 pg/mL.

3.11 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
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O estresse oxidativo foi realizado em figado e os seguintes testes foram
feitos: medida de oxidagéo de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH), medida de sulfidrilas
totais, atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) e a atividade da
glutationa (GSH).

3.11.1 - Conteuido de proteinas

O teor de proteina a partir do homogeneizado de figado foi feito utilizando
albumina de soro bovino como um padréao, de acordo com Lowry (1951). Reagente
fosfomolibdicofosfotungstico (Folin fenol) foi adicionado para ligar-se a proteina.

Absorbancia foi lida a 750 nm.

3.11.2 — Producdao de oxidantes

3.11.2.1 — Diclorofluoresceina DCFHDA

DCFH é uma técnica bastante empregada como meio de deteccdo da
producado de espécies reativas de oxigénio. A oxidacdo do DCFH pelas células causa
a fluorescéncia da difluoresceina que pode facilmente ser lida em espectrofotémetro.
Neste ensaio, 100 uL de 4gua e 75 pL de DCFH-DA foram adicionados a 25 uL de
homogeneizado de amostra (figado), homogeneizados em vortex e levados ao banho-
maria 37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. Separadamente, foi
preparada a curva de calibracdo onde utilizou-se como padrao o DCF 0,1 uM diluido
em tampéo fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentragdes. Tanto as amostras
guanto a curva de calibracdo foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz. Ao
final dos trinta minutos foram feitas as leituras no espectrofotémetro (525 nm excitacéo
e 488 nm de emissao). Os resultados estdo expressos em nmol de DCF por mg de
proteinas (Wang e Joseph, 1999).

3.11.3 — Marcador de dano oxidativo
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3.11.3.1 — Contelido de Sulfidrila

Para determinar grupamentos tiéis totais na amostra foi utilizado o reagente
de cor (DTNB), que reduziu os grupos tiois gerados, formando um derivado amarelo
(TNB), que foi mensurado espectrofotometricamente em um aparelho spectramax a
412 nm (Aksenov e Markesbery, 2001).

3.11.4 - Defesas antioxidantes

3.11.4.1 — Superoéxido Dismutase (SOD)

Foi medida pela inibicho da oxidacdo da adrenalina em meio basico
seguindo o protocolo de Bannister e Calabrese (1987) com modificacfes. As amostras
de figado foram homogeneizadas em tampéao de glicina. Volumes de 5, 10 e 15 pL
foram retiradas do homogeneizado e pipetado em diferentes pocos, adicionando 5 pL
de catalase (0,0024 mg/mL de &gua destilada) em cada poc¢o e tampao de glicina
175-185 uL (0,75 g em 200 ml de a4gua destilada a 32°C, pH 10,2) nos respectivos
pocos, uma leitura pontual foi feita para desconto do branco. Logo apds, 5 pyL de
adrenalina (60 mM em agua destilada +15 pL/mL de HCI fumegante) foram
adicionados. As leituras foram realizadas por 180 segundos em intervalos de 10
segundos e medido em leitor de ELISA a 480 nm. Os valores estdo expressos em

unidade de SOD por miligrama de proteina (U/MG de proteina).

3.11.4.2 — Glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf
(1976), com algumas adaptacdes. GSH foi mensurada no homogeneizado de figado
apos precipitacdo de proteina com 1 mL proteina de acido tricloroacético 10%. Em
parte da amostra foi adicionado um tampé&o de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 pm
DTNB. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 minutos. Uma curva padrdo de

glutationa reduzida foi usada para calcular os niveis de GSH nas amostras.

3.12 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE
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3.12.1 Ensaio Cometa

Para realizacédo do EC foram utilizados sangue periférico, figado e rim dos
camundongos.

O EC com sangue periférico foi avaliado em dois momentos: na subdivisdo
dos grupos (172 semana) e ao final do experimento (212 semana).

O EC foi realizado sob condicfes alcalinas, conforme descrito por Singh et
al. (1988), com algumas modificacdes sugeridas por Tice et al. (2000). O sangue foi
coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados, e o figado e rim
foram armazenados em microtubos contendo tampdo Merchant, sendo
posteriormente homogeneizados com uma seringa. As células de sangue (aliquotas
de 5uL), figado e rim (aliquotas de 10 uL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (0.75%, w/v, 115 pL ou 110 uL, respectivamente) e a mistura foi
adicionada a uma lamina de microscopia pré-coberta com agarose de ponto de fusao
normal (1%), foram cobertas posteriormente com uma laminula e levando, entédo, a
geladeira por 5 minutos a 4°C para solidificacdo. Logo apds, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NacCl,
100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢éo na hora do uso de 1% de Triton
X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 2
semanas.

Apoés este periodo, as laminas foram incubadas em tampdo alcalino
(300mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13) por 20 minutos para o desenovelamento do
DNA e a corrida eletroforética, realizou-se no mesmo tampdo nas seguintes
condicBes: a 30V e 300mA por 35 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob
luz indireta, fraca e amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4M
Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com 10 mg/mL de solucdo de Sybrgold
(Invitrogen, USA) para posterior analise em microscopio de fluorescéncia com
aumento de 400x. Foi realizada avaliagdo de 100 células por individuo e por tecido
(50 células em cada lamina duplicada). Tais células foram avaliadas pelo software
CometAssay IV e o parametro utilizado foi o tail intensity.

As diretrizes internacionais e recomendacdes para o EC consideram que o
escore visual de 100 cometas é um método de avaliacdo bem validado (Collins et al.,

1997). Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese
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a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram
codificadas para analise as cegas.

3.12.2 Teste de Micronucleos (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e
Hayashi, 2000).

Apés a extracao da medula 6ssea, um esfregaco foi preparado diretamente
na lamina com uma gota de soro bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa
5%, secas e codificadas para analises as cegas.

Como uma medida de toxicidade na medula 6ssea, a relacdo entre
eritrocitos policrométicos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi analisada em
200 eritrécitos/animal.

A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 2000 EPCs (ou seja,
1000 a partir de cada uma das duas laminas preparadas em duplicata), usando
microscopio Optico de luz branca com ampliagdo de 1000x. O numero médio de
eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) individual foi utilizado como
unidade experimental.

O percentual de reducao da frequéncia de EPCMn foi calculado de acordo
com Manoharan e Banerjee (1985) e Waters et al. (1990) usando a seguinte férmula:
reducado (%) = frequéncia de MN em A — frequéncia de MN em B/frequéncia de MN
em A — frequéncia de MN em C multiplicado por 100, onde A é o grupo CAF (controle
positivo), B o grupo suplementado com melatonina (CAF + MEL, CAF / CAF + MEL
ou CAF + MEL / CAF) e C o grupo DP (controle negativo).

3.13 NIVEIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING

A guantificacdo das proteinas APE1, OGG1 e NRF2 foram mensuradas por
Western blotting no figado e GLUT4 em tecido adiposo branco (mesentérico e
inguinal). Apos a coleta, o figado e as gorduras foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido, armazenado em -80°, e entdo homogeneizados em tampéao de lise
(135mM NaCl, 1 mM MgClz, 2.7 mM KCI, 20 mM Tris base [pH 8], 1% Triton, 10%
Glicerol, 10.27 mM NasVOs, 3.5 mM PMSF, 1 pM aprotinina, 10 mM NasP207). O
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lisado foi centrifugado por 10 minutos (4°C) a 15000 rpm. Uma aliquota do
sobrenadante de cada amostra foi utilizada para determinar a concentracdo de
proteina pelo método Lowry (Lowry, 1951). O restante do sobrenadante foi diluido 1:1
em LaemmLi Sample Buffer 2x (Biorad cat.1610737), aquecido em banho maria a
95°C por 5 min e imediatamente resfriado em gelo e armazenado em -20°C. Para a
técnica de eletroforese, foram pipetados 50 pg de proteina em gel de dodecil sulfato
de sddiopoliacrilamida (SDS-PAGE). A corrida foi realizada a 60V por 45 minutos e
110 V por aproximadamente 2 horas em tampéao de corrida (Tris base 25 mM, glicina
192 mM e SDS 3.4 mM). Para comparacao de alturas moleculares, foi utilizado um
peso molecular de proteinas coradas (Precision Plus Protein Dual Color Standards,
BioRad cat.1610374). Posteriormente, a transferéncia das amostras foi feita do gel
para membrana de Difluoreto de Polivinilideno (PVDF) (BioRad cat.1620177), em
tampao de transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, 20% metanol [CH3OH]) a
120V por 1h30 min., resfriado constantemente em gelo. O bloqueio de ligacdes
inespecificas das membranas foi realizado overnight com tampéo bloqueio (albumina
bovina - BSA 3% diluido em tampao de lavagem). Para o processo de revelacao, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios a 4°C overnight em agitacao
e posteriormente lavadas com tampéao de lavagem (Tris base 50 mM, NaCl 15 mM,
42 Nonidep P-40 500uL e Tween-20 500uL) trés vezes de 5 min. Apéds, foram
incubadas com anticorpo secundario (com peroxidase conjugada) por 1lh em
temperatura ambiente e agitacdo, e novamente lavadas trés vezes de 5 min com
tampéo lavagem. As membranas foram entdo incubadas em temperatura ambiente
por 3 min com reagente contendo peroxidade quimioluminescente (Clarity Western
ECL Substrante, BioRad cat.170-5061), e entdo expostas a foto documentadora (Gel
Doc XR+System — Bio-rad Laboratories®). Apds a exposi¢cdo, as membranas foram
analisadas e quantificados através de um densitdmetro de imagem (ImageJ, National
Institutes of Health). Os valores (expressos pela razdo do contetdo da proteina
enddgena) foram obtidos dividindo os valores da proteina de interesse pela respectiva
B-actina (47kDa — Cell Signaling cat.4967).

3.14 ANALISE DA BIOLOGIA DE SISTEMAS
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A modelagem computacional de sistemas moleculares e a interpretagéo
integrativa de conjuntos de dados cada vez maiores, Sao aceitos como componentes
teis, e talvez até necessarios da pesquisa bioldgica (Serrano, 2007; Westerhoff et al.,
2009).

As redes biolégicas sdo formadas por nos e conectores (Figura 4). Os nés
sao representados por individuos, proteinas ou lugares, por exemplo. Os conectores
tém como funcdo conectar os nés uns aos outros. Eles podem ser interacdes
quimicas, fisicas ou funcionais. Os agrupamentos de nés sdo chamados clusters. Ja
0s hubs sdo proteinas que possuem muitas interacdes, ou seja, possuem grande

qguantidade de conexdes (Feltes et al., 2014).

A

Figura 4: Exemplo de uma rede biolégica: (A) interagido entre dois nos vizinhos, “a” e “b” que estao
conectados pelo conector E. (B) interagdo entre cinco nds, ‘a, b, ¢, e €” que estdo conectados pelos
conectores "E1, E2, E3 e E4” (Feltes et al., 2014).

Os estudos das redes de interacdo desempenham um papel importante em
uma ampla variedade de disciplinas, desde ciéncia da computagdo, sociologia,
engenharia e fisica, até biologia molecular e populacional. Dentro dos campos da
biologia e da medicina, as potenciais aplicacdes de analise de rede incluem, por
exemplo, identificacdo de alvos de drogas, determinacdo de fun¢des de proteinas e
genes, concepcao de estratégias eficazes para o tratamento de véarias doencas ou

fornecendo diagnostico precoce de disturbios. Redes de interacéo proteina-proteina,
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redes bioquimicas, redes de regulagéo transcricional, transdugéo de sinal ou redes
metabolicas destacam-se na biologia de sistemas, muitas vezes compartilhando

caracteristicas e propriedades (Pavlopoulos et al., 2011).

3.14.1 Construcao darede de interagdes

Uma rede de interacéo envolvendo proteinas relacionadas a obesidade e a MEL foi
construida com o objetivo de compreender a acdo deste horménio nessa condicéo
fisiologica. Para isto, ferramentas de pesquisas online foram utilizadas, sendo o
STRING 11.5 [http://string-db.org/] utilizado para pesquisar as interagdes entre
proteinas-proteinas (Kuhn et al., 2008; Snel, 2000; Szklarczyk et al., 2017) e 0o STITCH
5.0 [http://stitch.embl.de/] foi utilizado buscar as interagdes quimico-proteicas
(Szklarczyk et al., 2016) tendo como organismo modelo Mus musculus. Inicialmente
proteinas envolvidas com a obesidade e a MEL foram prospectadas no STRING 11.5,
uma vez que essa ferramenta prediz interacdes proteicas que podem estar associadas
de forma direta (fisicamente) e indireta (funcionalmente) (Snel, 2000). No STRING
11.5 as interagcbes do tipo proteina-proteina foram importadas utilizando os
parametros: ndo mais que 150 interacbes, médium confidence score (0.400), e
network depthequalto 2; todos os métodos de predicao ativos exceto text mining,
neighborhood, gene fusion e co-occurrence. As sub-redes formadas no STITCH 5.0
foram importadas utilizando os seguintes parametros: ndo mais que 50 interagoes,
medium confidence score (0.400); e network depth igual a 2; métodos de predicao
ativados exceto text mining, neighborhood, gene fusion e co-occurrence. As diferentes
sub-redes geradas foram unidas em uma unica rede chamada “MEL”, através da
ferramenta Advaced Merge Network, do programa Cytoscape 3.8.2 (Shannon et al.,
2003).

3.14.2 Andlise Topoldgica

A rede “MEL” foi analisada pelo plug-in Molecular Complex Detection (MCODE)
(Bader e Hogue, 2003) do programa Cytoscape 3.8.2 com o intuito de identificar
modulos/clusters (regides da rede densamente conectadas) que sugere complexos
proteicos relacionados fisicamente e/ou funcionalmente. Os parametros no MCODE

para gerar a visualizacao dos clusters foram: loops included; degree cutoff 2; exclusao
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de ndGs com apenas uma conexao (op¢ao haircut ativada); expansao do cluster por
uma concha vizinha permitido (opc¢ao fluff ativada); densidade do no cutoff 0.1; score
do né cutoff 0.2; kcore 2; e profundidade méaxima da rede 100. Um score do MCODE

foi calculado para cada proteina/composto presente na rede.

3.14.3 Andlise de ontologia génica

Os principais processos associados com os clusters gerados pelo MCODE foram
analisados pelo plug-in Biological Network Gene Ontlogy (BINGO), do Cytoscape 3.8.2
(Maere et al., 2005). O grau de uma fungao para um determinado cluster e categoria
foi quantitativamente computado (valor de p) por distribuicdo hipergeométrica, e
multiplos testes de correcdo foram realizados utilizando o algoritmo de taxa de
descoberta falsa (Benjamini e Hochberg, 1995), o qual foi realizado em sua totalidade
pelo plug-in BINGO com um nivel de significancia de p<0,05.

3.14.4 Andlise de centralidade

Analises de centralidade foram realizadas usando o plugin Centiscape 2.1 (Scardoni
et al., 2009), do Cytoscape 3.8.2, para identificar quais nds (proteinas/composto)
apresentam uma posicao central dentro da rede. As centralidades analisadas foram o
grau do né (node degree) e betwenness. NOs com um valor relativamente alto de grau
do no sdo determinados hubs, e nés com valor de betwenness relativamente alto s&o
nomeados de gargalos. Hubs sdo nos altamente conectados, enquanto gargalos séao
ndés com uma grande probabilidade de ligar diferentes clusters (Barabasi e Oltvai,
2004; Yu et al., 2007). Portanto, um n6 hub-gargalo (N-HG) pode ser considerado uma
chave reguladora de processos biol6gicos e essenciais para 0 sucesso da
transferéncia de informacdo através da rede, onde perturba¢cdes nos N-HG podem

causar falhas de comunicacéo dentro da rede.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estao expressos como média e desvio padrao da média (média

+ DP) e para as analises do estresse oxidativo foram usados média e erro padrao da
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média (média + EM). Para a andlise estatistica a normalidade das variaveis foi
analisada atraves do teste de Bartlett.

Para avaliacdo do consumo de alimentos, consumo energético e de
liquidos foi realizado andlise de variancia de uma via (ANOVA) com post hoc de Tukey
guando as variaveis se mostraram parameétricas e Kruskal-Wallis seguido pelo post
hoc de Dunn para variaveis nao-parameétricas.

As andlises de glicemia de jejum, teste de tolerancia a insulina, perfil lipidico
e hepatico, indice de Castelli e de adiposidade, ensaio cometa e teste de microndcleo
foi realizado ANOVA de uma via com post hoc de Tukey.

No perfil inflamatério foi realizado ANOVA de uma via seguido de post hoc
de Tukey. Com relacéo as andlises de marcadores de estresse oxidativo, foi realizado
ANOVA de uma via com post hoc de Tukey para DCF e GSH e Kruskal-Wallis para
SOD e sulfidrila.

No Western Blotting, foi quantificado através do software ImageJ (National
Institutes of Health) e depois utilizado ANOVA de uma via, seguido de post hoc de
Newman-Keuls.

As analises entre 0s grupos sempre ocorreram dentro do mesmo periodo
de tempo (semana 17 ou semana 21) e a comparacao foi realizada entre o grupo CAF
em relacéo ao grupo DP e os grupos suplementados com MEL (CAF + MEL, CAF /
CAF + MEL e CAF + MEL / CAF) em relacao ao grupo CAF.

Considerou-se para significancia estatistica os valores de p<0,05. O

pacote estatistico utilizado foi o programa Graph Pad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 CONSUMO ALIMENTAR, LIQUIDOS E MELATONINA

No decorrer de todo o experimento o consumo de alimentos foi controlado,
afim de calcular o consumo alimentar diario e consumo energético. Aléem disso, foi
controlado também o consumo de liquidos de cada grupo para realizar o célculo da

meédia do consumo de MEL. Esses dados podem ser observados na tabela 3 abaixo.



47

Tabela 3: Consumo alimentar (g/dia/camundongo), energético (kcal/dia), de liqguidos (mL/dia) e melatonina (mg/dia) dos
animais alimentados com racdo padrdo e/ou dieta cafeteria e suplementados com melatonina. Os valores foram calculados
durante as 21 semanas de experimentacao.

Semana 17
Consumo total em gramas Consumo energético Consumo de liquidos ~ Consumo de melatonina
(g/dia/camundongo)
Grupos DP CAF TOTAL (kcal/dia/camundongo) (mL/dia) (mg/dia)
DP 6,22 - 6,22 £ 0,57 22,26 + 1,88 7,01+1,43 -
DP + MEL 6,30 - 6,30 £ 0,42 22,57 + 2,35 7,75+1,11 0,019 + 0,007
CAF 1,31 4,56 5,87 £ 0,502 21,40+ 2,19 558 + 1,782 -
(22,32%) (77,68%)
CAF + MEL 1,22 4,60 5,82 +0,53 21,42 + 2,48 534+1,77 0,013 £ 0,008
(20,96%) (79,04%)
CAF / CAF + MEL - - - - - -
CAF + MEL / CAF - - - - - -
Semana 21
Consumo total em gramas Consumo energético Consumo de liquidos Consumo de melatonina
(g/dia/camundongo)
Grupos DP CAF TOTAL (kcal/dia/lcamundongo) (mL/dia) (mg/dia)
DP 6,12 - 6,12+ 0,81 21,89+ 2,63 6,54 + 1,88 -
DP + MEL 6,78 - 6,78 + 0,88 22,99 + 2,59 7,40 £ 0,23 0,016 £ 0,001
CAF 0,92 4,48 5,40 + 0,59 20,31 +1,80 3,60 £ 0,472 -
(17,04%) (82,96%)
CAF + MEL 1,31 4,67 5,98 + 0,68 21,86+ 2,31 5,51 + 0,98 0,012 £ 0,004
(21,91%) (78,09%)
CAF / CAF + MEL 1,13 4,68 5,81+ 0,66 21,73+ 2,45 4,44 + 0,60 0,010 £ 0,002
(19,45%) (80,55%)
CAF + MEL / CAF 1,11 4,12 523+1,75 20,63 + 6,10 3,34+ 0,80 -
(21,22%) (78,78%)

Os dados da semana 17 compdem a média por grupo das primeiras 17 semanas de experimentacéo e os resultados da semana 21 compdem a média por
grupo das Ultimas quatro semanas de experimentacdo. Os quatro parametros avaliados estdo expostos na tabela acima. Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo da média. Consumo total em gramas e consumo energético semana 17: ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05.
Consumo total em gramas e energético semana 21 e consumo de liquidos semana 17 e 21: Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc de Dunn, p<0,05. 8Diferenc¢a
significativa em relagéo ao grupo DP; "Diferenga significativa em relagdo ao grupo CAF. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Na semana 17 — que comp&em a média por grupo das primeiras 17
semanas de experimentagdo - o grupo CAF apresentou diferenca no consumo
alimentar, onde os animais consumiram menos alimentos por dia em relagéo ao grupo
DP (p<0,05). No parametro consumo energético ndo foram observadas diferencas
significativas em nenhum dos grupos experimentais (p>0,05). No que diz respeito ao
consumo de liquidos, foi observado que o grupo CAF teve uma menor ingestdo de
agua em relacao ao grupo DP (p<0,05).

No entanto, na semana 21 — que compdem a meédia por grupo das ultimas
qguatro semanas de experimentacéo - nao foram observadas diferengas significativas
entre 0s grupos nos parametros de consumo alimentar e energético (p>0,05).
Contudo, foi observado que o consumo de liquidos foi menor no grupo CAF

comparado com o grupo DP e CAF + MEL (p<0,05).

4.2 PESO CORPORAL

Os animais foram pesados a cada 15 dias durante as 21 semanas
experimentais, dessa forma foi possivel calcular o ganho de peso corporal dos
animais e realizar a média de peso do grupo ao final da semana 17 e 21 (tabela
4).
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Tabela 4: Média do peso corporal (g) dos animais alimentados com ragcdo padréo, dieta cafeteria e/ou suplementados com
melatonina.

Parametros Grupos

Semana 17 DP DP + MEL CAF CAF + MEL CAF / CAF + MEL CAF + MEL / CAF
Peso corporal (g/camundongo) | 32,17 +2,65 31,56 +3,24 43,27 +5,87* 34,89 +6,11°

Semana 21
Peso corporal (g/camundongo) | 40,30+4,19 39,77+3,71 51,36+7,672 39,81 +6,02° 49,22 + 5,64 50,16 + 13,86

Os dados da semana 17 compdem a média do peso dos animais das primeiras 17 semanas de experimentacéo e os resultados da semana 21 compdem a
média do peso dos animais das Ultimas quatro semanas de experimentacdo. Os dados estdo expressos como média * desvio padrao da média (Kruskal-Wallis,

seguido pelo post hoc de Dunn, p<0,05). @Diferenca significativa em relacéo ao grupo DP; "Diferenca significativa em relacéo ao grupo CAF. CAF: dieta cafeteria;
DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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De acordo com 0 exposto na tabela acima, pode-se observar que na
semana 17 e na semana 21 os resultados encontrados foram semelhantes, onde o
grupo CAF, gue foi alimentado com alimentos industrializados durante as 17 ou 21
semanas, teve aumento de peso corporal em relacdo ao grupo DP e CAF + MEL
(p<0,05). Com relacdo aos demais grupos experimentais, ndo foram observadas

diferencas significativas no parametro de peso corporal (p>0,05).

4.3 GLICEMIA DE JEJUM E TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Foi realizado glicemia de jejum e o ITT com o objetivo de avaliar a resposta
glicémica dos diferentes grupos experimentais. Dessa forma, na tabela 5 estdo
expostos os resultados de glicemia de jejum e na figura 5 os resultados referentes ao
ITT na semana 17 (figura 5A) e na semana 21 (figura 5B) e a ASC (figura 5C).
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Tabela 5: Glicemia de jejum (mg/dL) dos animais alimentados com racéo padrao, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina
na semana 17 e 21.

Parametros Grupos
Semana 17 DP DP + MEL CAF CAF + MEL CAF/CAF + MEL CAF + MEL / CAF
Glicemia de jejum (mg/dL) 144,80+ 6,34 126,40+ 13,07 165,80 + 15,752 137,00 + 12,06 - -

Semana 21
Glicemia de jejum (mg/dL) 122,80 + 17,33 76,33+11,00 159,20 + 18,052 121,20 + 15,02 147,70 + 25,70 146,60 + 22,15

Os dados da semana 17 comp8em a média da glicemia de jejum de cada grupo das primeiras 17 semanas de experimentacdo e os resultados da semana 21
compdem a média da glicemia de jejum de cada grupo das ultimas quatro semanas de experimentacdo. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo da média (ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05). 2Diferenca significativa em relagdo ao grupo DP; "Diferencga significativa em
relacdo ao grupo CAF. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Figura 5: Teste de tolerancia a insulina e area sob a curva (ASC) dos animais alimentados com racédo padrdo, dieta cafeteria e/ou suplementados com
melatonina na semana 17 (A) e 21 (B). As diferencas significativas sdo elucidadas na figura 5C area sob a curva (ASC) do Teste de Tolerancia a Insulina (ITT).
aDiferenca significativa em relacéo ao grupo DP; PDiferenca significativa em relagdo ao grupo CAF. ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey,
p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Na tabela 5, pode-se observar que os valores da glicemia de jejum foram
maiores no grupo alimentado com CAF em relacdo ao grupo que se alimentou apenas
com DP (p<0,05) tanto na semana 17 quanto na semana 21. Além disso, o grupo CAF
+ MEL foi estatisticamente diferente do grupo CAF, apresentando uma glicemia de
jejum menor, nos dois periodos analisados (p<0,05). No entanto na semana 21, essas
diferencas néao foram observadas nos grupos CAF / CAF + MEL e CAF + MEL / CAF
(p>0,05).

Ja na figura 5 pode-se observar que o decaimento da glicemia, apés
administracao de insulina, foi maior nos grupos suplementados com MEL durante todo
o periodo experimental (DP + MEL e CAF + MEL), avaliados na semana 17 e 21. Ja
nos outros grupos avaliados na semana 21, houve um decaimento da glicose
sanguinea, porém néo diferiram do seu grupo controle, CAF.

A figura 5C demonstra os resultados do ITT, onde o grupo CAF teve um
aumento da glicemia durante todo o experimento, avaliado tanto na semana 17 quanto
na 21, dessa forma, pode-se aferir que os animais alimentados com CAF se tornaram
resistentes a insulina. Ja o grupo que se alimentou com CAF e recebeu a MEL na
agua de beber durante as 21 semanas (CAF + MEL) teve uma reversao do quadro de
resisténcia insulinica sistémica, quando comparado com o seu controle (CAF)
(p<0,05). Os demais grupos que receberam MEL nao tiveram diferenca significativa
neste parametro avaliado (p>0,05), porém pode-se observar no grafico que ha uma

tendéncia na diminuicao da glicemia.

4.4 PERFIL LIPIDICO E HEPATICO

4.4.1 Perfil lipidico

Com o objetivo de avaliar se a CAF altera perfil lipidico foi realizada a
analise de triglicerideos, colesterol total e HDL-c no soro dos animais e calculado o
indice de Castelli | para verificar o fator de risco para doencas cardiovasculares
(valores de referéncia para humanos é de até 4,4 (Branddo et al., 2016)). Os

resultados estdo demonstrados na tabela 6.
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Tabela 6: Perfil lipidico avaliado através do triglicerideos, colesterol total, HDL-c e indice de Castelli avaliados no soro dos animais

alimentados com ragéo padréo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina nas semanas 17 e 21.

Parametros

Grupos
Semana 17
Perfil lipidico DP DP + MEL CAF CAF + MEL CAF / CAF + MEL CAF + MEL / CAF
Colesterol total 89,25 + 26,32 94,25 + 22,72 159,20 £ 22,992 144,20 + 8,38 - -
HDL-c 74,00 + 15,87 84,00 + 2,83 72,00 + 4,47 119,30 + 10,14b
Triglicerideos 103,50 £ 12,92 81,33 + 19,86 108,40 £ 23,07 54,60 + 8,29b - -
indice de Castelli | 1,09 £ 0,22 1,13+£0,28 2,25+ 0,702 1,37 £ 0,32b - -
Semana 21
Perfil lipidico
Colesterol total 149,80 £ 24,46 95,80 + 42,11 155,30 + 38,38 158,30 £ 28,19 161,60 £ 48,32 153,40 £ 53,15
HDL-c 104,20 £ 18,89 94,00 + 9,85 73,60 + 13,762 105,40 + 10,33 103,20 + 12,62 105,40 + 15,98
~ Triglicerideos 117,80 £ 9,44 73,00 + 11,00 161,30 £+ 9,642 56,25 + 12,82 110,60 + 17,66° 129,50 + 20,04
Indice de Castelli | 1,11 £ 0,35 0,74 + 0,14 1,95 + 0,402 1,29 + 0,27" 1,44 + 0,35 1,50 + 0,55

Os dados da semana 17 comp8em a média de cada grupo das primeiras 17 semanas de experimentagdo e os resultados da semana 21 compdem a média
de cada grupo das Ultimas quatro semanas de experimentacdo (n=5). indice de Castelli | = colesterol total / HDL-c. Os dados estdo expressos como média
+ desvio padrdo da média (ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05). 2Diferencga significativa em relagcdo ao grupo DP; °Diferenca
significativa em relacéo ao grupo CAF. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padréo; HDL-c: High Density Lipoproteins cholesterol; MEL: melatonina.
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De acordo com a tabela 6 observa-se que na semana 17, o grupo que
recebeu CAF apresentou um aumento significativo no colesterol total em comparagao
com o grupo DP (p<0,05), no entanto, o grupo suplementado com MEL (CAF + MEL)
nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo CAF (p>0,05). Nas
andlises de HDL-c e triglicerideos o grupo suplementado com MEL apresentou
resultados satisfatérios, aumentando de forma significativa o HDL-c e diminuindo os
triglicerideos em comparacdo ao grupo que recebeu CAF durantes essas primeiras
17 semanas (CAF) (p<0,05). Com relacédo aos demais grupos, ndo foram observadas
diferencas significativas neste periodo analisado (p>0,05).

Ja na semana 21, o grupo CAF apresentou uma diminui¢do do HDL-c e
um aumento dos triglicerideos quando comparado ao grupo que se alimentou apenas
de racao padréo durante todo o periodo experimental (DP) (p<0,05). Quando avaliado
o efeito da MEL sobre estes parametros em 21 semanas, observou-se que ela foi
capaz de aumentar o HDL-c e diminuir os triglicerideos dos animais alimentados com
CAF em todos os grupos estudados (p<0,05).

No indice de Castelli | o grupo CAF se mostrou estatisticamente diferente
em relacéo ao grupo DP; ja o grupo CAF + MEL apresentou valores significativamente
menores em relagdo ao grupo CAF, tanto na semana 17 quanto na semana 21
(p<0,05). Nos demais grupos néo foram observadas diferencas significativas (p>0,05).

4.4.2 Perfil hepatico
Neste trabalho foi avaliado o perfil hepatico (ALT e AST) dos animais

alimentados com racao padrao, dieta cafeteria e/ou suplementados com MEL (tabela
7).
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Tabela 7: Perfil hepatico avaliado através da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminatransferase (AST) no soro dos
animais alimentados com racao padréo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina, nas semanas 17 e 21.

Parametros Grupos
Semana 17
Perfil hepatico DP DP + MEL CAF CAF + MEL CAF /| CAF + MEL CAF + MEL / CAF
ALT 68,80 + 20,43 65,60 + 28,97 130,80 + 59,372 66,13 + 11,24 - -
AST 275,00 £24,42 195,60 = 72,97 302,80 + 73,02 187,10 + 60,70 - -
Semana 21
Perfil hepatico
ALT 67,00 + 17,03 79,00 + 3,56 122,50 £ 32,422 59,00 + 6,68 67,20 £ 21,90 68,50 + 35,98
AST 199,00 + 68,10 286,60 + 144,60 422,80 + 139,202 183,80 + 71,31b 244,60 + 93,67 352,20 + 73,77

Os dados da semana 17 compdem a média de cada grupo das primeiras 17 semanas de experimentacdo e os resultados da semana 21 compdem a media
de cada grupo das Ultimas quatro semanas de experimentagdo (n=5). Os dados estdo expressos como meédia + desvio padrdo da média (ANOVA de uma via,
seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05). 2Diferenca significativa em relacdo ao grupo DP; Diferenca significativa em relacéo ao grupo CAF. ALT: alanina
aminotransferase; AST: aspartato transaminase; CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Na semana 17 foi observado que o grupo CAF induziu altera¢des no perfil
hepético dos animais, demonstrado através da ALT, quando comparado com o grupo
DP. Além disso, o grupo CAF + MEL foi estatisticamente diferente do grupo alimentado
apenas com CAF (p<0,05). Com relacdo a AST, ndo foi observada diferenca
significativa no grupo CAF em relacdo ao grupo DP, porém, no grupo alimentado com
dieta cafeteria e suplementado com melatonina (CAF + MEL) esta foi
significativamente menor em relagéo ao grupo CAF (p<0,05).

Com relacédo a semana 21, o grupo CAF diferiu significativamente do grupo
DP em relacdo a ALT. Além disso, os grupos CAF + MEL, CAF / CAF + MEL e CAF +
MEL / CAF apresentaram diferencas significativas em relagéo ao grupo CAF (p<0,05).
Em se tratando da AST, foi observado um aumento no grupo CAF quando comparado
com o grupo DP, sendo que o grupo CAF + MEL apresentou uma diminui¢ao
significativa em relacdo ao seu controle, CAF (p<0,05). Os demais grupos néao
apresentaram nenhuma diferenca significativa em relagcdo ao grupo CAF (p>0,05),

apenas uma tendéncia de diminuir.

4.5 INDICE DE ADIPOSIDADE CORPORAL

Com o objetivo de avaliar se a CAF aumenta o tecido adiposo dos animais
e se a MEL conseguiria reverter este quadro, foi calculado o indice de adiposidade
corporal (figura 6) através da pesagem das gorduras epididimal, mesentérica,

retroperitoneal e perirrenal.
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Figura 6: indice de adiposidade. Efeitos sobre a composigcdo corporal de camundongos alimentados
com racdo padrdo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina (n=6). Os dados estéo
expressos como média + desvio padréo da média. 2Diferenga significativa em relacdo ao grupo DP;
bDiferenca significativa em relacéo ao grupo CAF. ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey,
p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.

De acordo com os resultados obtidos na figura 6, foi possivel constatar que
o grupo CAF teve um aumento significativo do tecido adiposo quando comparado ao
grupo DP (p<0,05). Com relacdo a suplementacdo de MEL, observou-se que o
tratamento durante 21 semanas (CAF + MEL) e nas ultimas quatro semanas (CAF /
CAF + MEL) foram eficazes em reduzir o tecido adiposo dos camundongos
alimentados com dieta cafeteria (p<0,05). N&o foram observadas diferencas

significativas no grupo CAF + MEL / CAF em relag&o ao grupo CAF (p>0,05).
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4.6 PERFIL INFLAMATORIO

4.6.1 Citocinas pro6 e anti-inflamatorias

O perfil inflamatério foi avaliado em soro na semana 17 e 21 (figura 7) e em
figado ao final do experimento na semana 21 (figura 8A e 8B). A citocina pro-
inflamatéria TNF-a foi avaliada em soro e figado e a citocina anti-inflamatéria IL-10 foi
avaliada apenas em figado. A partir dos resultados obtidos em figado foi calculado a

razdo entre TNF-a e IL-10 como um marcador de estado inflamatorio (figura 8C).

Soro
17 semanas 21 semanas
40+ a
©
=
[}]
B 304
S
[+}]
=]
4 20+ a
E T
-51 g
e
. 10+
g — T
4
|_
0 I L] I L)
N3 v < v
© x\‘*‘" o~ x\\("
R &
Q 0v~

Figura 7: TNF-a em soro de camundongos alimentados com racdo padrdo, dieta cafeteria e/ou
suplementados com melatonina avaliadas na semana 17 e 21 (n=5). Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo da média. @Diferenca significativa em relacdo ao grupo DP; PDiferenca
significativa em relacéo ao grupo CAF. ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05.
CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padréo; MEL: melatonina.

O perfil pré-inflamatério avaliado em soro através do TNF-a demonstrou que a
CAF induziu um aumento nesta citocina tanto na semana 17 quanto na semana 21,
porém a MEL s6 foi capaz de reverter este aumento na semana 21, nos grupos CAF
+ MEL e CAF / CAF + MEL (p<0,05).
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Figura 8: TNF-a (A), IL-10 (B) e razéo de TNF-a/IL-10 (C) em figado de camundongos alimentados com ra¢ao padrao, dieta cafeteria e/ou suplementados com
melatonina (n=5). Os dados estédo expressos como média + desvio padrdo da média. @aDiferenca significativa em relacdo ao grupo DP; PDiferenca significativa
em relacdo ao grupo CAF. (A) ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05. (B) ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey. (C)
ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Em figado foram observados os mesmos resultados encontrados em soro
na semana 21 com relacdo ao TNF-a, onde o grupo CAF aumentou essa citocina pro-
inflamatoria e os grupos CAF + MEL e CAF / CAF + MEL diferiram estatisticamente
em relacdo ao seu controle, CAF (p<0,05).

Se tratando da citocina anti-inflamatoria IL-10 observou-se uma diminuigdo
desta no figado do grupo CAF, ja a suplementacdo com MEL durante todo o periodo
experimental (CAF + MEL) aumentou essa citocina (p<0,05) na semana 21.

Com relacdo a razdo entre TNF- a e IL-10 observou-se um aumento
significativo no grupo CAF em comparagéo com o DP e uma diminuigdo desta razao
nos grupos CAF + MEL e CAF / CAF + MEL (p<0,05).

4.7 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.7.1 Producgao de oxidantes

Com o objetivo de avaliar a producédo de oxidantes nos animais alimentados

com CAF e/ou suplementados com MEL, para comparagdo com 0S seus respectivos
grupos controle, foram avaliados os niveis de DCF em figado (figura 9).
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Figura 9: Niveis de 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) no figado de camundongos alimentados com ragao
padréo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina (n=6). Os dados estdo expressos como
média * erro padréo (p<0,05). 2Diferenca significativa em relacdo ao grupo DP; bDiferenca significativa
em relacéo ao grupo CAF. ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05. CAF: dieta
cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.

Na figura 9, pode-se observar que houve diferenca significativa no grupo
CAF em relacdo ao grupo alimentado apenas com DP (p<0,05). Ademais, os trés
grupos que receberam suplementacdo de MEL durante 21 semanas (CAF + MEL),
nas quatro ultimas semanas (CAF / CAF + MEL) e nas primeiras 17 semanas mas
depois pararam com o consumo (CAF + MEL / CAF), tiveram uma diminuicdo na

oxidacdo do DCF em relacao ao seu respectivo grupo controle (CAF) (p<0,05).
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4.7.2 Marcador de dano oxidativo

O presente trabalho avaliou o dano oxidativo através do conteudo de
grupamentos sulfidrila (figura 10) no figado dos animais submetidos ao modelo de

obesidade.
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Figura 10: Avaliacdo do dano oxidativo por meio do contetudo de sulfidrila no figado de camundongos
alimentados com ragéo padrédo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina (n=6). Os dados
estao expressos como média + erro padréo. 2Diferenca significativa em relagdo ao grupo DP. Kruskal-
Walllis, seguido pelo post hoc de Dunn, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL:
melatonina.

No conteudo de sulfidrilas ocorreu uma diminuicdo significativa do grupo
CAF em comparacdo com o grupo DP (p<0,05). Com relacdo aos demais grupos, nao
foram observadas diferengas significativas (p>0,05) em relacdo ao grupo CAF (Figura
10).

4.7.3 — Defesas antioxidantes

Para avaliacdo das defesas antioxidantes foi realizado a avaliagdo da

atividade da SOD e da atividade da GSH. Os resultados estdo expostos na figura 11

(A e B, respectivamente).
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Figura 11: Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e da glutationa (GSH) no figado de
camundongos alimentados com racdo padrdo e/ou dieta cafeteria e suplementados com melatonina
(n=6). Os dados estédo expressos como média + erro padrdo. 2Diferenca significativa em relagéo ao
grupo DP. bDiferenca significativa em relagéo ao grupo CAF. (A) Kruskal-Wallis, seguido pelo post hoc
de Dunn. (B) ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP:
dieta padrdo; MEL: melatonina.

De acordo com a figura 11, pode-se observar que a atividade da SOD foi
diminuida no grupo CAF em comparacao com o grupo DP, no entanto, no grupo CAF
+ MEL foi observado um aumento significativo dessa defesa antioxidante no figado
destes animais, quando comparados com o grupo CAF (p<0,05), sendo que 0 mesmo
resultado néo foi observado nos demais grupos (p>0,05).

A atividade da GSH foi diminuida no grupo CAF em compara¢cdo com o
grupo alimentado apenas com ragao padrao (DP) (p<0,05). Nao foram observadas

diferencas significativas com relagéo aos demais grupos experimentais (p>0,05).

4.8 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

4.8.1 Ensaio Cometa

O presente trabalho estudou os efeitos de 17 e 21 semanas da CAF sobre
os danos no DNA dos animais, além do possivel efeito antigenotoxico da MEL em

sangue periférico, figado e rim (figura 12, 13 e 14).
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Figura 12: Tail intensity (%) de células de sangue periférico dos animais alimentados com racéo padréo,
dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina e avaliados na semana 17 e 21 (n=6). Os dados
estdo expressos como média = desvio padrdo da média (ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de
Tukey, p<0,05). Os dados da semana 17 compdem a média de cada grupo das primeiras 17 semanas
de experimentacéo e os resultados da semana 21 compdem a média de cada grupo das Ultimas quatro
semanas de experimentacao. 2Diferenca significativa em relagédo ao grupo DP; PDiferenca significativa
em relacdo ao grupo CAF. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padréo; MEL: melatonina.

Na figura 12 pode-se observar os danos ao DNA em sangue na semana 17
e na semana 21. Na semana 17 o grupo CAF se mostrou genotoxico quando
comparado ao grupo alimentado apenas com a racao padréo (DP) e 21 semanas de
suplementacao paralela com MEL (CAF + MEL) foi capaz de reverter este dano ao
DNA nas células sanguineas dos animais (p<0,05). Resultados semelhantes também
foram encontrados em 21 semanas, onde o grupo CAF diferiu estatisticamente do
grupo DP e do grupo CAF + MEL (p<0,05). Além disso, os grupos que mudaram de
tratamento, CAF / CAF + MEL e CAF + MEL / CAF também tiveram uma reducao dos
danos ao DNA em relagéao ao grupo CAF (p<0,05).

A atividade genotoéxica da CAF também foi avaliada em figado e rim (figuras
13 e 14), onde pode-se constatar que esta dieta rica em alimentos industrializados
(grupo CAF) induziu danos ao DNA nas células hepaticas e renais quando comparado
com o grupo DP (p<0,05). Resultados promissores foram observados nos trés grupos
suplementados com MEL (CAF + MEL, CAF / CAF + MEL e CAF + MEL / CAF), uma
vez que a MEL reverteu os danos causadas pela CAF nesses dois tecidos analisados
(p<0,05).
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Figura 13: Tail intensity (%) de células de figado dos animais alimentados com rag&o padréo, dieta
cafeteria e/ou suplementados com melatonina e avaliados na semana 21 (n=6). Os dados estao
expressos como média + desvio padrdo da média (ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey,
p<0,05). 2Diferenca significativa em relagédo ao grupo DP; bDiferenca significativa em relagdo ao grupo
CAF. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.
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Figura 14: Tail intensity (%) de células de rim dos animais alimentados com rag&o padrdo, dieta
cafeteria e/ou suplementados com melatonina na semana 21 (n=6). Os dados estdo expressos como
meédia + desvio padrdo da média (ANOVA de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey, p<0,05).
aDiferenca significativa em relacédo ao grupo DP; “Diferenca significativa em relacéo ao grupo CAF.
CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL: melatonina.

4.8.2 Teste de Micronucleo

Com o objetivo de avaliar o possivel efeito mutagénico da CAF e
antimutagénico da MEL, foi realizado o teste de microntcleo em medula 6ssea dos
animais submetidos ao modelo de inducao de obesidade e suplementados com MEL.
Os resultados estao representados na tabela 8.
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Tabela 8: Teste de micronucleo avaliado através do namero de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) em amostras de

medula 6ssea de camundongos alimentados com racdo padrdo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina. Foram
analisadas 2000 células por amostra e estdo demonstradas na tabela como média £ desvio padréo da média.

Grupos
DP DP + MEL CAF CAF + MEL CAF / CAF + MEL CAF + MEL / CAF
EPCMn 0,66 = 0,52 0,71 +0,76 4,12 + 2,852 1,57 £1,27b 1,42 £ 0,53 2,00+1,10
EPC/ENC 0,54 £ 0,05 0,52 + 0,06 0,51 +0,06 0,53 + 0,06 0,51 + 0,07 0,54 + 0,06
% de reducéo - - - 73,69% 78,03%
EPCMn

61,27%

aDiferenca significativa em relagéo ao grupo DP; PDiferenca significativa em relagdo ao grupo CAF. ANOVA de uma via, post hoc de Tukey, p<0,05. CAF:
cafeteria; DP: dieta padréo; ENC: eritrocitos normocromaticos; EPC: eritrécitos policrométicos; MEL: melatonina; Mn: micronucleado.
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O grupo CAF se mostrou mutagénico em EPC quando comparados com o
grupo DP, sendo que 21 semanas de suplementacdo com MEL (CAF + MEL) foram
eficazes em reverter estes danos mutagénicos causados pela obesidade induzida
através dos alimentos industrializados presente na CAF (p<0,05). Além disso, o grupo
CAF / CAF + MEL que recebeu apenas quatro semanas de MEL também se mostrou
estatisticamente diferente do grupo CAF (p<0,05). O grupo CAF + MEL / CAF néo
apresentou diferencas significativas (p>0,05). Nenhuma diferenca foi observada na

proporcao de EPC/ENC, ndo demonstrando atividade citotoxica da CAF (p>0,05).
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4.9 TECNICA DE WESTERN BLOT

4.9.1 Niveis de APE 1 e OGG1 em figado de animais alimentados com dieta

cafeteria e/ou racéo padrao e suplementados com melatonina

Com o objetivo de avaliar as enzimas chaves envolvidas no reparo por
excisdo de bases (BER) no DNA, APE 1 e OGG1, foi realizado a técina de Western
Blot para deteccdo dos niveis proteicos em figado de animais obesos alimentados
com racdo padrdo, CAF e/ou suplementados com MEL. Os resultados podem ser

observados na figura 15A e 15B.
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Figura 15: Niveis de OGGL1 (A) e APE 1 (B) no figado de camundongos alimentados com racéo padréo,
dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina. Os dados estdo expressos como média + desvio
padrdo da média. @Diferenca significativa em relagdo ao grupo DP. bDiferenca significativa em relagédo
ao grupo CAF. ANOVA de uma via, post hoc de Newman-Keuls, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta

padrdo; MEL: melatonina.

Nos niveis de OGGL1 (figura 15A), o grupo CAF apresentou uma diminui¢cao
significativa em relacao ao grupo DP e a MEL suplementada durante as 21 semanas
experimentais (CAF + MEL) foi capaz de aumentar os niveis dessa enzima no figado
desses animais obesos (p<0,05). Com relacdo aos niveis de APE 1 (figura 15B) néo

foram observadas diferencas significativas entre os grupos analisados (p>0,05).
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4.9.2 Niveis de NRF2 em figado de animais alimentados com dieta cafeteria

e/ou racao padréo e suplementados com melatonina

Os niveis de NRF2 em resposta a estimulos inflamatérios foram avaliados
nos figados dos animais alimentados com dieta padrdao, CAF e/ou suplementados com

MEL e podem ser observados na figura 16 abaixo.

1.5+

1.0+

NRF2/B-actina

0.5+

0.0-

NRF2

[3-actina

Figura 16: Niveis de NRF2 no figado de camundongos alimentados com ragdo padréo, dieta cafeteria
e/ou suplementados com melatonina. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da
média. 2Diferenca significativa em relagdo ao grupo DP. PDiferenca significativa em relagdo ao grupo
CAF. ANOVA de uma via, post hoc de Newman-Keuls, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padréo;
MEL: melatonina.

Os niveis de NRF2 foram diminuidos no grupo CAF em comparacdo com o
grupo DP, porém 21 semanas de suplementacédo de MEL foram eficazes em aumentar
esses niveis nos animais alimentados com CAF, avaliado através do grupo CAF +
MEL (p<0,05). Com relacdo aos demais grupos nao foram observadas diferencas

significativas (p>0,05).
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4.9.3 Niveis de GLUT4 em tecido adiposo branco de animais alimentados com

dieta cafeteria e/ou ragdo padréo e suplementados com melatonina

No presente trabalho foi avaliado os niveis do transportador de glicose
GLUT4 em tecido adiposo branco subcutaneo (inguinal) (figura 17A) e visceral
(mesentérico) (figura 17B). Os resultados podem ser observados nos graficos abaixo.

A B
1.54 e

GLUT 4/p-actina
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Figura 17: Niveis de GLUT4 no tecido adiposo branco inguinal (A) e mesentérico (B) de camundongos
alimentados com ragdo padrdo, dieta cafeteria e/ou suplementados com melatonina. Os dados estao
expressos como média + desvio padrdo da média. PDiferenca significativa em relagdo ao grupo CAF.
ANOVA de uma via, post hoc de Newman-Keuls, p<0,05. CAF: dieta cafeteria; DP: dieta padrdo; MEL.:
melatonina.

N&o foram observadas diferencas significativas entre o grupo CAF em
relacdo ao grupo DP em TAB subcutaneo e visceral. A suplementacédo da MEL durante
todo o periodo experimental no grupo CAF + MEL foi estatisticamente diferente em
relacdo ao grupo CAF no tecido adiposo branco inguinal (p<0,05).

Com relacdo aos niveis de GLUT4 em tecido adiposo branco mesentérico

nao foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos avaliados.
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4.10.4 Biologia de sistemas

Neste estudo proteinas diferencialmente expressas na obesidade foram
prospectadas juntamente com proteinas relacionadas a agédo da MEL, sendo o ponto
de partida para a construg¢ao da rede de interacdo. A rede construida contém 818 nés

e 45717 conexdes (figura 18).

Figura 18: Rede: os circulos s&o os nds da rede, e estes representam proteinas humanas. (a) a rede
de interacao quimico-proteica, contendo 818 nés e 45717 conectores, onde podemos encontrar todos
os clusters. (b) nés que compdem o Cluster 2, em branco.

Com o objetivo de compreender o efeito da suplementacdo de MEL em
camundongos alimentados com dieta cafeteria foram realizadas a analise de topologia
e de centralidade da rede. Arede MEL foi avaliada em relagdo a presencga de clusters.
Na rede, 15 clusters foram gerados acima do cutoff score, valor que determina a
significancia do cluster. Em seguida, os bioprocessos associados aos clusters foram
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identificados com a analise de ontologia génica (tabela 9). O cluster em destaque foi
aquele associado com o reparo do dano ao DNA, o cluster 2 (figura 18) que mostrou
processos como fosforilagdo, via de sinalizagao da proteina tirosina cinase, via de
sinalizacao de proteinas receptores associadas a enzimas, modificacdo proteica pos
tradugado, cascata da MAPKKK, regulacdo positiva da atividade da MAP cinase
(MAPK), regulagcédo da resposta ao estresse e da expressédo génica, regulacao da
ligacdo ao DNA, regulagdo da organizacao do citoesqueleto de actina, resposta ao
estresse oxidativo, resposta ao dano ao DNA e transdugdo de sinal e também

translocacao nucelar da MAPK.
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Tabela 9: Analise de ontologia génica, evidenciando o cluster em que ocorre, o valor de significancia e as proteinas envolvidas.

GO-ID Valor-P corrigido  Total de proteinas,  Total de proteinas Bioprocesso

darede, no GO do GO
165 1.8448 x 104 39 135 Cascata da MAPKKK RET|FLT1|SHC1|INS2|PXN|EGFR|MAPK
9|MAPKS8|KISS1R|MAPK1|JAK2|MAP2K7
IMAP3K7|MAP3K5|MAP2K6|MAPK3|MA
P2K3|MAP2K4|MAP2K1|MAP3K1|MAP2
K2|SYK|EGF|HGF|WNT5A|GAB1|FRS2|P
TPN11|MAPKS8IP2|MAPK14|MAPKSIP3|P
TK2|MAPK10|TRAF6|ROR2|RAF1|TLR4|
FGFR3|MET
43406 2.0724 x 1028 24 72 Regulacao positiva da MAP2K3|MAP2K4|MAP2K1|MAP3K1|SY
atividade da MAP cinase K|SHC1|INS2|HGF|PRKCD|WNTSA|PXN|
GABL1|ILK|FRS2|PTPN11|MAPKS8IP3IKIT
LIKITIKRAS|MAP2K7|TLR4|MET|MAP3K
5|MAP2K6
6979 1.2544 x 107 11 108 Resposta ao estresse MAP2K1|MAPKS8|AXL|LCK|PRKCD|BTK|
oxidativo GAB1|BCL2|JAK2|TLR4|NFKB1
42770 2.3162 x 10 5 41 Resposta ao dano ao DNA, MED1|TRP53|PTPN11|FOXO3|MAPK14
transducéo de sinal
189 9.3293 x 104 2 3 Translocagéo nuclear da MAPK1|MAPKS3

GO: Ontologia génica

MAPK
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Neste trabalho, dois pardmetros de centralidade de rede foram avaliados: grau
do né e intermeabilidade (betwenness). Esta analise permite verificar quais proteinas

que s&o mais relevantes dentro da rede (hub-gargalos - HG) (figura 19).
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Figura 19: Gréfico de hubs-gargalos (HG) mostrando os nés mais importantes da rede. O eixo vertical
mostra os valores de grau do né e o eixo horizontal mostra os valores de intermeabilidade. As linhas
pontilhadas em vermelho representam os valores médios de ambas as centralidades. Os nés acima da
média, chamados de hubs-gargalos, sdo de grande importancia para a integridade da informacéo
dentro da rede.

Através do uso de plugins especificos que detectam nés HG, os cinco maiores
HG foram identificados: MAPK, PI3K, AKT, mTOR e PRKCB.
A partir do desses resultados foi possivel propor uma nova hipétese de como a

MEL estaria agindo para diminuir a genotoxicidade causada pela dieta cafeteria.
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5 DISCUSSAO

Modelos animais de obesidade induzida por dieta sdo métodos comumente
usados para avaliar os mecanismos subjacentes de disturbios metabolicos que estédo
presentes durante a supernutricdo (Buyukdere et al., 2019).

Ao expor roedores a uma variedade de alimentos altamente palataveis,
ricos em agucar, o protocolo da dieta CAF descrito aqui fornece um modelo confiavel
e robusto da chamada "dieta ocidental" consumida por muitas pessoas. Apesar dos
avancos nas abordagens clinicas da obesidade e de suas comorbidades inerentes, o
desafio terapéutico persiste. Dentre as varias ferramentas farmacologicas ja
investigadas, estudos recentes sugerem que a suplementacdo de MEL pode ser uma
abordagem terapéutica eficiente no contexto da obesidade (Genario et al., 2021). Com
iIsso, objetivou-se estudar os efeitos da MEL, horménio conhecido por suas
propriedades antioxidantes, especialmente seus efeitos sobre os danos no DNA, em
modelo de obesidade uma ves que ndo ha na literatura estudos relacionados as suas
propriedades antigenotoxicas nessa condicdo de saude.

Com o objetivo de caracterizar o modelo de indugdo de obesidade, no
presente estudo foi controlado a ingestdo de alimentos, consumo energético, e
consumo de liquidos. Este ultimo parametro foi calculado com o objetivo comprovar e
poder calcular, a ingestdo de MEL por parte dos animais. Dessa forma, observou-se
gue apesar dos grupos CAF terem ingerido uma quantidade diaria de liquidos menor
que o grupo DP, a ingestdo de MEL se manteve constante ao longo das semanas
(tanto nas analises em 17 e 21 semanas).

No presente trabalho ndo houve um consumo energético maior no grupo
CAF — porém os animais do grupo CAF tiveram uma preferéncia maior dos alimentos
fast foods - em relacdo aos animais alimentados com DP. No entanto, observou-se
um aumento do peso corporal neste grupo apds as 17 e 21 semanas. Diversos
estudos ja demonstraram que a CAF é capaz de induzir o aumento do peso corporal
em animais, em diferentes periodos de tempo (Sampey et al., 2011; Oliva et al., 2017,
Pascual-Serrano et al., 2017; Bortolin et al., 2018).

Corroborando com estes achados, no presente estudo também foi
observado que a CAF induziu um aumento no indice de adiposidade dos animais
guando comparados com o grupo controle que se alimentou apenas de ra¢do padrao.

De fato, € caracteristica da CAF induzir uma expanséao do tecido adiposo dos animais,
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assim como foi observado no estudo de Pascual-Serrano et al (2017), onde ratos
Wistar foram submetidos a uma CAF durante 11 semanas. Dessa forma, os autores
puderam observar que a dieta rica em alimentos industrializados foi capaz de induzir
um aumento do peso corporal dos animais além de um aumento significativo no indice
de adiposidade.

Ademais, o estudo de Pascual-Serrano et al. (2017) trouxe dados da média
de TAB mesentérico, inguinal e epididimal, e constataram que houve um aumento do
TAB nestes animais. Analises da histologia do TAB visceral e subcutaneo indicam que
a CAF induz este aumento por hipertrofia, que seria o0 aumento do tamanho do
adipdcito por acumular mais lipideos e hiperplasia, e aumento do numero de
adipdcitos pela adipogénese (Pascual-Serrano et al., 2017).

O aumento do peso corporal é resultado de um desequilibrio entre o total
de energia ingerida e o total gasto, sendo que o balanco energético € o resultado entre
o total energético ingerido e o total energético gasto pelo corpo. No presente estudo
pode-se observar que a MEL foi eficaz em reduzir o peso corporal dos animais obesos.
Assim, acredita-se que a MEL atue principalmente aumentando o gasto cal6rico
(Souza et al., 2019; Owino et al., 2019). Sendo que o TAM € o maior sitio para o
aumento do gasto energético e consequentemente diminui 0 peso corporal em
resposta ao tratamento com MEL.

No estudo de Mendes et al. (2021), foi demonstrado que a suplementacéao
com MEL (10 mg/kg) por 16 semanas em animais idosos induziu um aumento do
MRNA de varios genes que estdo envolvidos na fungéo termogénica do TAM, tais
como: PGC1a e PRDM16, que codificam reguladores transcricionais envolvidos no
processo de diferenciacdo de adipécitos marrons (Seale et al., 2008); ZFP516 que
tem como funcdo aumentar a ativacao transcricional de UCPl e promover a
diferenciacéo e ativacdo do TAM e adipdcitos bege (Seale, 2015); CIDEA, expressa
em adipdcitos marrons, regulando a atividade da UCP1 e o metabolismo lipidico
(Seale, 2007).

Ainda sobre os efeitos da MEL relacionados a redugéo de peso corporal,
Xu et al. (2017) observaram que apos 10 semanas de suplementacdo (50 mg/kd/dia)
em animais que receberam uma dieta hiperlipidica, foi possivel verificar o efeito
protetivo contra a obesidade induzida por dieta, resisténcia a insulina, esteatose
hepética e baixa inflamacdo. Além disso, a MEL reduziu o ganho de peso corporal,

tecido adiposo e diminuiu o tamanho dos adipdcitos epididimais préximos ao controle.
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Dessa forma, observa-se que a MEL n&o altera o peso corporal por diminuir
0 consumo alimentar (Sartori et al., 2009; Tan et al., 2011; Cipolla-Neto et al., 2014),
como observado no presente trabalho, mas sim por aumentar o gasto energeético,
como ja foi observado em outros estudos (Ciza et al., 2011; Tan et al., 2011; Cipolla-
Neto et al., 2014).

No presente trabalho, nos grupos que receberam MEL por um periodo
menor de tempo (CAF / CAF + MEL e CAF + MEL / CAF) ndo foram observadas
diferencas significativas no peso corporal em relacdo ao grupo CAF. Porém, apesar
do peso corporal ndo ter sido alterado no grupo CAF / CAF + MEL foi observado que
a MEL foi eficaz em diminuir o indice de adiposidade desse grupo. Esses dados
indicam que a MEL possa ter outros mecanismos que influenciam no peso corporal,
como através do estimulo do aparecimento de adipécitos bege em tecido adiposo
branco (Jiménez-Aranda et al., 2015), que contribuem para a perda do excesso de
triacilglicerideos acumulados devido a producao de calor (Olesia et al., 2017).

Cipolla-Neto et al. (2014) demonstraram em seu estudo que animais
obesos com dez meses de idade que receberam MEL na agua de beber até
completarem 22 meses de idade tiveram diminui¢cdo do peso corporal dos animais e
da gordura visceral intra-abdominal. Essa reducao do peso corporal iniciou em duas
semanas, no entanto, cessou apoés a interrup¢cao da administracdo de MEL, assim
como foi observado no presente trabalho no peso corporal e indice de adiposidade do
grupo que recebeu MEL nos quatro primeiros meses e parou a suplementacao deste
horménio no ultimo més (CAF + MEL / CAF).

Estudos comparando dietas com alto teor de gordura e a dieta cafeteria
relataram uma condicdo pré-diabética (Sampey et al.,, 2011); hiperglicemia,
intolerdncia a glicose e hiperinsulinemia (Higa et al., 2014) e maior prejuizo na
homeostase da glicose (Bortolin et al., 2018) nos animais alimentados com CAF, uma
vez que o acumulo excessivo de tecido adiposo estd correlacionado com o
desenvolvimento de intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (Kohlgruber e Lynch,
2015; Rebuffat et al., 2018).

De fato, o presente estudo observou que a CAF induziu um aumento na
glicemia de jejum e levou esses animais a resisténcia insulinica sistémica e pode-se
observar também que o decaimento da glicemia apds administracdo de insulina foi
mais lento nos animais alimentados com CAF em comparagdo com o grupo DP

alimentado apenas com racao padrao.
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Além disso, também objetivou-se avaliar se a CAF induz a uma diminui¢ao
nos niveis de GLUT4 em tecido adiposo visceral (mesentérico) e subcutaneo
(inguinal), dessa forma pode-se observar que apesar de ndo ser estatisticamente
significativo, o grupo alimentado com CAF teve uma diminui¢do nos niveis de GLUT4
em comparagao com o DP em tecido subcutéaneo.

Os mecanismos pelos quais a insulina perde sua capacidade d reduzir 0s
niveis de glicose no sangue incluem a ativacdo do fator de transcricdio FOXO1 no
figado (Klotz et al., 2015) e a interrup¢éo da translocacéo do transportador de glicose
GLUT4 para a membrana superficial do musculo esquelético (Pereira et al., 2017).
FOXO1 aumenta a expressao de enzimas-chave da gliconeogénese;
consequentemente, sua regulacdo positiva resulta no aumento da conversdo de
substratos que chegam ao figado em glicose. Uma diminui¢cdo nos niveis de GLUT4
na membrana superficial do musculo reduziria a captacdo de glicose da circulacéo.
No figado, a insulina normalmente causa fosforilacdo e supressao da funcédo do
FOXO1 por meio da acdo da proteina quinase Akt, que faz com que o FOXO1 seja
retido no citoplasma, onde fica inativo (Czech et al., 2017).

Em camundongos com obesidade, a expressdo de FOXO1l esta
aumentada, e a proteina é aparentemente modificada para se tornar insensivel a
regulacéo da insulina (Titchenell et al., 2016). Uma vez que a FOXO1 nao responde
mais a acao da insulina ocorre um aumento da producéo de glicose. A hiperglicemia
e hiperinsulinemia cronica resultantes podem interromper a supressao da lipélise nos
adipdcitos. O glicerol resultante e os acidos graxos provenientes da lipélise no tecido
adiposo sdo oxidados no figado e os produtos promovem a gliconeogénese. Além
disso, essa hiperinsulinemia ativa a lipogénese hepatica e aumenta a secrecdo de
VLDL (hiperlipidemia) (Czech et al., 2017).

A suplementacédo de MEL durante todo o periodo experimental nos animais
obesos durante 17 ou 21 semanas foi eficaz em diminuir a glicemia de jejum, reverter
0 quadro de resisténcia insulinica sistémica, acelerar o decaimento da glicemia e
aumentar os niveis de GLUT4 em tecido adiposo inguinal. Além disso, o decaimento
da glicose apds administracdo de insulina exdgena foi maior nesse grupo
suplementado com MEL durante toda a vida (CAF + MEL) em comparagdo com 0s
demais grupos obesos. Apesar de ndo haver uma diferenca significativa nos demais
grupos, observa-se que na ASC ha uma tendéncia na diminuicdo da resisténcia a

insulina nesses grupos.
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Em humanos a MEL também demonstra resultados promissores em
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com doenca cardiaca, uma vez que 10
mg de MEL por dia durante 12 semanas diminuiu a glicemia de jejum e insulina sérica
em comparacao com o grupo placebo (Raygan et al., 2019). Além disso, Rezvanfar et
al. (2017) descobriram que a MEL, em uma dosagem menor de 6 mg por dia durante
12 semanas, também foi eficiente em diminuir a glicemia de jejum em pacientes
diabéticos.

A MEL age em diferentes 6rgdos modulando os processos metabolicos,
dessa forma, diminui a glicemia de jejum e resisténcia a insulina. No figado de
camundongos, a MEL é necessaria para a atividade de fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) -AKT estimulada por insulina. Em ratos ela suprime a producéo de glicose
hepatica, e na linhagem celular de hepatécitos humanos HepG2, ativa a sintese de
glicogénio. No musculo esquelético de camundongos, a MEL ativa a via do substrato
1 do receptor de insulina (IRS1) —PI3K para aumentar a taxa de captacéo de glicose.
Em ilhotas pancreaticas humanas, o tratamento com MEL promove a sobrevivéncia
das células B por meio da diminui¢ao da ativacdo da JNK (Karamitri e Jockers, 2018).
De um modo geral, a MEL exerce seus efeitos principalmente através da fosforilacdo
de proteinas, mecanismo este evidenciado na biologia de sistemas.

A insensibilidade a insulina é considerada intrinseca a dislipidemia
(Lumeng e Saltiel, 2011), o que é consistente com os achados do presente trabalho,
uma vez que o grupo CAF apresentou um aumento dos triglicerideos sanguineos na
semana 21, e no colesterol total na semana 17, além de valores menores de HDL-c
nas ultimas quatro semanas de experimento.

A dislipidemia foi provavelmente devido ao maior consumo geral da dieta
CAF em relacdo a racao padrdo nos grupos alimentados com CAF durante todo o
experimento, que é rica em &acidos graxos trans e colesterol. A resisténcia a insulina
esta ligada a depdsitos centrais de gordura, particularmente a adiposidade visceral,
que se acredita causar aumento da esterificacdo de acidos graxos hepaticos, que
formam triglicerideos, que por sua vez sao liberados através da veia porta que irriga
o figado, resultando em hipertrigliceridemia (Lewis et al., 2019).

Apesar de serem observadas diferencas entre os grupos DP e CAF no
parametro de perfil lipidico, os resultados ndo se mostraram consistentes durante todo
o periodo experimental, uma vez que 17 semanas nao foram suficientes para alterar

o triglicerideo sérico, porém em 21 semanas de tratamento ja foram observadas
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diferencas significativas em relagdo ao grupo controle dieta padrdo. Uma hipotese
levantada para o resultado aqui encontrado seja o tempo maior de experimentacao,
visto que no trabalho de Buyukdere et al. (2019) os valores de triglicerideos também
nao foram alterados nos animais alimentados com CAF durante 12 semanas.

Além dos triglicerideos ndo terem sido alterados em 17 semanas,
observou-se que o colesterol total n&do diferiu estatisticamente no grupo CAF em
relacdo ao grupo DP na semana 21, porém, observa-se que houve um aumento do
HDL-c no grupo DP em comparacdo com o grupo CAF na semana 17. Isso pode
explicar o fato de que a CAF ndo mostrou diferenca significativa em relacdo a este
grupo.

A patrtir dos resultados obtidos, pode-se observar que a suplementacao de
MEL foi eficaz na homeostase lipidica, uma vez que este hormdnio foi capaz de
aumentar niveis de HDL-c e diminuir os niveis de triglicerideos séricos dos animais
em todos os grupos tratados, no entanto, ndo foi observado seu efeito sobre o
colesterol total. Todavia, o fato da MEL ter aumentado de forma significativa o HDL-c
nos animais sem alterar o colesterol total € um fator determinante da acdo deste
hormonio sobre o restabelecimento da homeostase no metabolismo dos lipidios, uma
vez que com o aumento do HDL-c houve, provavelmente, uma diminui¢do do LDL-c e
colesterol ndo-HDL. Isso é corroborado pelo trabalho de Farias et al. (2019) onde foi
comprovada e eficiéncia deste horménio em diminuir niveis de LDL-c em animais
alimentados com uma dieta rica em gordura e suplementados com MEL durante dez
semanas.

A partir dos resultados obtidos foi possivel calcular o indice de Castelli I,
importante preditor para o risco cardiovascular, através da razéo entre o colesterol
total e HDL-c (Adedokun et al., 2019). Com isso, observa-se que tanto na semana 17
guanto na semana 21, o grupo CAF teve valores significativamente maiores em
comparacao com o grupo DP, uma vez que os animais alimentados com CAF tiveram
maior colesterol total e menor HDL-c em comparag¢éo com o grupo alimentado apenas
com ragao padréo. A suplementacao de MEL durante 17 ou 21 semanas foi eficaz em
diminuir o risco cardiovascular desses animais, uma vez que este hormoénio foi capaz
de aumentar o HDL-c. De modo geral, o efeito da MEL sobre o metabolismo lipidico
demonstra que esse hormonio pode proteger o LDL da oxidagao e contribuir para seu

papel protetivo no desenvolvimento da aterosclerose, visto que a oxidacao de LDL é
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uma importante etapa na patogénese desta doenca (Mohammadi-Sartang et al.,
2017).

Leal et al. (2019) observaram que animais alimentados durante 65 dias com
uma dieta cafeteria alteraram os niveis de ALT desses animais em compara¢ao com
0 grupo alimentado apenas com ragdo padrdo, ja esse mesmo tempo experimental
nao alterou os valores de AST. Esse resultado corrobora com o encontrado no
presente estudo, uma vez que em 17 semanas a CAF foi capaz de alterar
significativamente os niveis de ALT dos animais, porém ndo de AST. Entretanto
guando esses animais foram alimentados por mais quatro semanas com CAF, a AST
foi estatisticamente diferente neste grupo em comparagao com o grupo DP.

A ALT é encontrada principalmente no citoplasma do hepatécito, enquanto
gue 80% da AST estéa presente na mitocdéndria. Em dano hepatocelular leve, a forma
predominante no soro € a citoplasmatica, enquanto que em lesdes graves ha liberacédo
da enzima mitocondrial (Motta, 2009).

O aumento das enzimas hepaticas como demonstrado no presente estudo
esta relacionado com o acumulo de gordura no figado (registrado através de imagem
fotogréfica), que depende em grande parte da recirculacdo de &cidos graxos livres
proveniente do tecido adiposo. O TAB visceral tem maior potencial lipolitico do que o
TAB subcutaneo, que é mais abundante, sendo que a liberacao de acidos graxos livres
dos depédsitos de gordura visceral diretamente na circulacdo portal € um dos
mecanismos de lesdo hepatica (Marchesini et al., 2008).

A diminuicéo das lesbes hepaticas pela MEL ja foi previamente descrita em
diferentes estudos, tais como nos danos causados por ciclofosfamida (Shokrzadeh et
al., 2014), em pacientes em uso de estatinas (Chojnacki et al., 2017) e quimioterapicos
(Esteban-Zubero et al., 2016), em animais diabéticos (Agil et al., 2015) e alimentados
com CAF (Sampey et al., 2011).

Corroborando com o presente trabalho, Agil et al. (2015) demonstraram que
ratos diabéticos que receberam MEL durante seis semanas na dose de 10 mg/kg
apresentaram em uma significante diminuicdo nos niveis séricos de ALT em
comparacao com o grupo controle, que nao foi suplementado com MEL, sendo que
os autores deste trabalho também n&o encontraram diferencas entre os ratos
diabéticos do grupo controle e do grupo que recebeu MEL nos niveis séricos de AST.

Os resultados encontrados no presente trabalho em relacdo ao perfil

hepatico podem ser uma consequéncia indireta da reducdo do peso corporal nesses
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animais que foram suplementados com MEL (Agil et al., 2011), levando em
consideracao que o peso corporal foi diminuido nos animais apenas no grupo CAF +
MEL (em 17 e 21 semanas). Dessa forma, no presente trabalho a AST nao diferiu
significativamente nos grupos CAF / CAF + MEL e CAF + MEL / CAF, porém o peso
corporal também néo foi alterado nesses animais, concordando com a hipétese de a
MEL exercer seus efeitos protetivos no figado através da manutencdo do peso
corporal. Além disso, a MEL pode diminuir o dano hepatico através da diminuicao de
NLRP3, diminuicdo da producéo de citocinas pro-inflamatorias, reduzindo o estresse
oxidativo e a morte de hepatdcitos (Cao et al., 2017).

Considerando os efeitos maléficos que o consumo de uma dieta ocidental
pode acarretar aos organismos, objetivou-se avaliar também citocinas pré e anti-
inflamatorias nos animais no presente estudo. Sendo assim, observou-se que 0s
animais alimentados com CAF tiveram um aumento de TNF-a e uma diminuicdo de
IL-10. Este resultado corrobora com alguns estudos presentes na literatura, como no
de Navarro et al. (2016) e Lewis et al. (2019) onde ratos alimentados por seis ou 20
semanas respectivamente, com uma dieta cafeteria induziu a um aumento de TNF-a
em tecido renal, adiposo e no soro.

Dias et al. (2014) alimentaram camundongos com CAF durante 17
semanas e constataram que houve um aumento de TNF-a associado a uma
diminuicao (nao significativa) de IL-10.

Esse perfil inflamatério pode ser resultado de fatores dietéticos, como o
aumento de acidos graxos, estimulando as células do sistema imunoldgico e imitando
uma cascata inflamatéria. Embora ndo tenham sido realizadas andlises histolégicas
de tecido adiposo branco, figado e pancreas para avaliar a infiltracdo de macréfagos,
este processo é necessario para a perpetuacdo do estado de obesidade e resisténcia
sistémica a insulina (Lewis et al., 2008), que foram observados no presente estudo.
Essa proliferacdo de macréfagos leva a um aumento de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a e IL-6 (Hotamisligil, 2006). Essas citocinas, juntamente com os &cidos
graxos e as adipocinas, podem contribuir para a resisténcia sistémica a insulina devido
aos efeitos no figado e no masculo, onde inibem a sinalizac¢ao intracelular do receptor
de insulina. Essa inflamacdo também pode propagar a interrupcdo das vias
relacionadas a alimentag&o no hipotalamo, diminuindo a capacidade da insulina e da
leptina de suprimir a fome e a alimentagdo, mantendo assim a obesidade induzida
pela dieta CAF (van der Poorten et al., 2008).
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A acdo anti-inflamatoria da MEL pode acontecer através de diferentes
mecanismos. A MEL demonstrou muitas vezes inibir a sinalizacdo de NF-kB e isso foi
relacionado a atenuagdo de respostas inflamatdrias, sob varias condicdes
experimentais (Murakami et al., 2011; Negi et al., 2011; Liu et al., 2017; Nopparat et
al., 2017; Ramamoorthy et al., 2017; Ping et al., 2017; Ren et al., 2017; Shrestha et
al., 2017), sendo que o NF-kB parece estar envolvido com a ativagédo do inflamassoma
NLRP3 e este com dois fatores pro-inflamatorios, iINOS e ciclooxigenase - 2 (COX-2)
(Shi et al., 2012; Murakami et a., 2011; Negi et al., 2011). Ademais, a MEL regula
positivamente o NRF2, que por sua vez inibiria a producao de ERO e outros oxidantes
(Shang et al., 2016). As acdes anti-inflamatorias da MEL também podem acontecer
mediadas pela sirtuina 1 (SIRT1), que estaria inibindo NF-kB e NLRP3 e assim
contribuindo para diminuir a inflamacao (Hardeland, 2018).

Como visto no presente trabalho, a MEL foi capaz de diminuir a citocina
pré-inflamatéria TNF-a e aumentou a citocina anti-inflamatoria IL-10, tanto em sangue
guanto em figado, no entanto, observou-se que os resultados foram mais satisfatérios
no grupo que foi suplementado durante todas as 21 semanas.

Em individuos obesos, 0 estresse oxidativo esta tdo intimamente interligado
com a inflamacao a ponto de desencadear um circulo vicioso: oxidantes ativam fatores
de transcri¢cdo, incluindo fator NF-kB e proteina ativadora-1 (AP-1), que conduzem a
expressao de citocinas pro-inflamatérias; esses mediadores, por sua vez, aumentam
a producdo de ERO, contribuindo assim para o inicio e manutengdo do estresse
oxidativo (Bryan et al., 2013).

Nos estagios iniciais da obesidade, o aumento da captacédo de glicose e
acidos graxos pelos adipdcitos ativa a NOX4, a principal isoforma da NADPH oxidase
nos adipécitos, e induz a producdo de ERO. O acumulo excessivo de gordura nos
adipécitos promove a producao de adipocinas pré-inflamatérias e essas citocinas pro-
inflamatoérias induzem a invasdo do tecido alvo por células imunes e o
desenvolvimento de inflamacé&o cronica (Han et al., 2012). O acumulo de linfécitos T
e macroéfagos no tecido adiposo durante o desenvolvimento da obesidade promove a
producdo de ERO por NOX2, a isoforma da NADPH oxidase expressa em células
inflamatorias. Além disso, adipécitos e células musculares lisas expostas a altos niveis
de acidos graxos livres ou altas concentracbes de glicose mostraram aumento da
fissdo mitocondrial e aumento da producdo mitocondrial de ERO (Weisberg et al.,
2003; Gao et al., 2010; Heo et al., 2017).
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No presente estudo observou-se um aumento da produgcédo de ERO,
especialmente de H202, no grupo alimentado com CAF em compara¢cdo com 0 grupo
DP, avaliado através dos niveis de DCF. Somado a este resultado, houve uma
diminuicdo na atividade da SOD nesse mesmo grupo alimentado com fast food. A
SOD catalisa a desmutacéo de anion superéxido (02-) em O2 e H202, e representa a
primeira linha de defesa enzimatica contra ERO. Esses resultados indicam que a dieta
CAF pode estar induzindo uma perturbacédo do equilibrio oxidativo sendo que a
capacidade antioxidante vai diminuindo a medida que é superutilizada (La Russa et
al., 2019) ou seja, em caso de baixa ou meédia estimulagdo oxidativa, a atividade
antioxidante enzimatica pode aumentar, mas, se o estresse oxidativo persistir, ou seu
nivel for muito alto, o dano causado as macromoléculas torna-se profundo e isso
acarreta em uma atividade diminuida dessas enzimas (Demerdash, 2017).

Apéds a acao da SOD, o GSH age neutralizando o H202em H20, isso ocorre
através da sua oxidacdo a glutationa dissulfeto (GSSG) através da enzima glutationa
peroxidase (GPx) com posterior regeneracdo da GSH pela enzima glutationa redutase
(GR) na presenca de NADPH (Almeida e Fatima, 2008), sendo que em condicdes
normais, a GSH constitui cerca de 98% do conteudo celular de glutationa (Savini et
al., 2016). A partir do exposto, pode-se dizer que o grupo CAF representou um alto
consumo de GSH, ou seja, a GPx estava ativa e neutralizando o H202 mas essa
atividade nédo foi o suficiente para neutralizar a alta producédo dessa ERO, o que foi
comprovado pela alta producédo de ERO através do DCF.

Corroborando com esses resultados, foi avaliado o contetdo de sulfidrilas
e esse acompanhou os resultados encontrados no grupo CAF para GSH, uma vez
gue o conteudo de sulfidrilas se mostrou baixo no grupo CAF. A capacidade redutora
da GSH se da através dos grupamentos tiois (-SH) presente em um residuo de
cisteina que participa do sitio ativo da GR.

Giudetti et al. (2019) encontraram resultados semelhantes no figado de
ratos alimentados com CAF, onde ocorreu um menor nivel de GSH e aumento do nivel
de proteina carbonilada. Esse efeito pode estar relacionado a maior FAO (via da
oxidacdo de acidos graxos) que caracterizou esses animais em relacdo ao grupo
controle, alimentado com ragédo padrdo, pois a B-oxidacdo mitocondrial estimulada
pode ser uma fonte de producéo de ERO (Giudetti et al., 2019).

Além do exposto, a diminuicdo da producdo de ERO nos grupos

suplementados com MEL vem acompanhada com um aumento da defesa
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antioxidante, avaliado pela atividade da SOD, especialmente no grupo CAF + MEL.
Sendo assim, os efeitos antioxidantes da MEL se d&o através de um periodo de
consumo maior, uma vez que de forma significativa apenas o grupo que teve um maior
tempo de consumo (21 semanas) mostrou resultados melhores na atividade das
enzimas antioxidantes.

Apesar da MEL melhorar as defesas antioxidantes, a principal atividade
desse horménio se da através da eliminacédo de radicais livres. Como um potente
eliminador de radicais livres e antioxidante, a reacdo em cascata da MEL a distingue
de outros antioxidantes classicos. O fato da MEL e seus metabdlitos secundarios e
terciarios serem capazes de neutralizar numerosos derivados toxicos do oxigénio, iSso
torna uma molécula de MEL capaz de eliminar até 10 ERO em comparacdo com 0s
antioxidantes classicos que eliminam um (Tan et al., 2015).

Alguns estudos relataram que o metabdlito da MEL, ciclico-3-hidroxiMEL,
€ ainda mais potente que a MEL em eliminar o radical hidroxila e outras ERO (Tan et
al., 2014; Reiter et al., 2014; Zavala-Oseguera et al., 2014). Este também é o caso de
seu metabdlito terciario, AMK (Ressmeyer et al., 2003; Mayo et al., 2005; Galano et
al., 2013). AFMK também é uma molécula central do metabolismo da MEL durante
sua quebra enzimatica e durante sua interagdo com ERO ou ERN. Esta propriedade
indica que AFMK doa dois elétrons em diferentes potenciais para funcionar como uma
molécula redutora. Como resultado, AFMK pode doar um elétron adicional para
neutralizar os radicais em contraste com os antioxidantes moleculares pequenos
classicos, incluindo vitamina C e E (Tan et al., 2001).

Os resultados obtidos nas andlises de estresse oxidativo se confirmaram
através da biologia de sistemas, onde a MEL demonstrou alta interacdo com proteinas
envolvidas na resposta ao estresse.

No presente estudo, além dos danos oxidativos, o consumo da CAF
durante 21 semanas apresentou uma maior incidéncia de danos ao DNA em células
sanguineas, de figado e rim avaliados através do ensaio cometa. O ensaio cometa
detecta quebras de fita simples e dupla, sitios élcali-labéis e ligagbes cruzadas entre
DNA-DNA e DNA-proteina em células eucarioticas (Singh et al., 1988). No entanto, a
suplementacdo de MEL nos diferentes grupos experimentais reduziu
significativamente os danos nos diferentes tecidos avaliados. Outros estudos também

haviam demonstrado que uma dieta rica em fast foods € capaz de induzir danos
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genotoxicos em tecidos cerebrais e periféricos (Leffa et al., 2014; Zanardini et al.,
2017; Strapazzon, 2019; Beretta, 2020).

Os danos ao DNA encontrados podem estar sendo causados pelo estresse
oxidativo, que ocasiona a oxidacdo de acidos graxos nas membranas bioldgicas;
como consequéncia desta reacdo em cadeia, peroxidos lipidicos e radicais alcoxil,
bem como aldeidos e cetonas sdo formadas (LU et al.,, 2010). Algumas dessas
moléculas atacam o DNA e foram postuladas como desempenhando um papel
fundamental na etiologia do cancer e de outras doencas (Lobo et al., 2010). Também
a formacgéao de produtos de glicacdo avancgada, efeitos hormonais e encurtamento de
teldbmeros sdo fenbmenos que podem levar a instabilidade gendmica na obesidade
(Setayesh et al., 2018).

Os produtos finais de glicagdo avancada (Advanced glycation end products
(AGEs)) sédo formados como consequéncia de reacdes entre fracdes de aclcar e
proteinas (Poulsen et al., 2013; Nedic et al., 2013; Ott et al., 2014). Os AGEs ligam-
se no corpo humano a receptores especificos (receptor de produtos finais de glicacdo
avancada) que estdo envolvidos em diferentes vias de sinalizacdo. Essas interacdes
causam a formacdo de ERO por meio da ativagcdo da NADH oxidase que leva a
ativagcdo de varios fatores de transcri¢do, incluindo NF-Kb (Morgan e Liu, 2011). O
consumo de dietas ricas em carboidratos leva a formacéo de AGEs que podem causar
danos ao DNA de forma direta ou através de vias de sinalizacdo (Setayesh et al.,
2018).

Pessoas obesas apresentam uma ampla gama de lesées no DNA, como
quebras de fita dupla, quebras de fita simples ou bases oxidadas e cerca de 2 vezes
mais danos em linfécitos do que individuos com peso normal. Também foi observado
uma correlacdo entre o IMC e danos ao DNA (Sancar, 1995; Bukhari et al., 2011;
Wilodarczyk et al., 2019). A oxidagéo de bases € o principal dano ao DNA que resulta
de um ataque de ERO. Residuos de guanina séo os alvos mais comuns e a 8-oxodG
€ uma das lesdes mais frequentes observadas nas células (Hedge et al., 2008; Agnez-
Lima et al., 2012).

Além disso, foi avaliado a mutagenicidade da CAF em eritrOcitos jovens nos
animais alimentados com esta dieta rica em alimentos fast food. Dessa forma, pode-
se observar através do teste de MN - que avalia mutagcdes cromossémicas atraves de
eventos clastogénicos e aneugénicos (Krishna e Hayashi, 2000) - que a CAF causou

danos mutagénicos. No entanto, a MEL foi eficaz em diminuir os danos, resultado este
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observado nos grupos CAF + MEL e CAF / CAF + MEL, com grande potencial de
reducado (aproximadamente 74% e 78%, respectivamente).

A inflamacé&o cronica associada a obesidade esta fortemente envolvida na
formacéo de lesbes no DNA (Setayesh et al., 2018). Macréfagos ativados secretam
citocinas, como TNF-a e IL-6, que podem induzir danos ao DNA em tecido nao
direcionado, distante do local da inflamacdo (Arango Duque e Descoteaux, 2014).
Essas citocinas direcionam-se a diferentes regides do corpo e la4 ativam macrofagos
gue produzem moléculas pré-inflamatérias, tais como COX2, NOS, superoéxido e 6xido
nitrico (Speed et al., 2011; Rastogi et al., 2013). Sendo assim, 0 aumento do estado
pro-inflamatério que esta presente nos animais alimentados com CAF pode estar
levando a um acumulo de lesdes ao DNA, avaliados, por exemplo, através do ensaio
cometa e teste de MN.

A ocorréncia de lesées no DNA pode induzir mutagdes durante a replicacao
desta macromolécula, pois o 8-OHdG pode causar uma mudanca de GC para TA
(transversao), resultando em mutagénese e iniciacdo do cancer (Sova et al., 2010).

No trabalho de Bankoglu et al. (2018) a perda de peso induzida por cirurgia
bariatrica levou a uma reducao significativa na frequéncia de MN em linfécitos apos
12 meses da cirurgia. Curiosamente, comorbidades como diabetes mellitus tipo 2 e
sindrome metabdlica parecem ter um impacto adicional na frequéncia de micronucleos
de linfécitos (Bankoglu et al., 2018), uma vez que altas frequéncia de MN estdo
presentes em individuos com diabetes melitus tipo 2 (Martinez-Perez et al., 2007).

A MEL reduziu significativamente os danos causados ao DNA em sangue,
figado e rim avaliados através do parametro tail intensity no ensaio cometa e também
em medula 6ssea uma vez que foi observado a reducdo de EPCMn, destacando seu
potencial efeito antigenotoxico. Corroborando com estes resultados, camundongos
que foram suplementados com MEL (2 mg/L) em diferentes fases da vida até o
envelhecimento apresentaram uma redugéo dos danos ao DNA avaliados através do
ensaio cometa e teste MN (Damiani et al., 2020).

Coelho et al. (2018) também objetivaram avaliar o efeito antigenotoxico de
MEL na prole de fémeas que consumiram alcool durante o periodo gestacional, assim
observaram que a administracdo de MEL via gavagem (10 e 15 mg/kg) reduziu os
danos em sangue, figado e cérebro dos animais. Resultados semelhantes foram
encontrados em outro estudo que avaliou o efeito da MEL (10 mg/kg) sobre os danos

ao DNA induzidos por um pesticida durante os 21 dias de gestacg&o. Ao final do periodo
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experimental, a prole das fémeas que foram tratadas com o pesticida e suplementadas
concomitantemente com MEL apresentaram menores danos genotoxicos (Marinho et
al., 2019).

Os resultados dos trabalhos citados acima s&o atribuidos aos efeitos
antioxidantes da MEL. Tais efeitos podem acontecer através da estimulacdo de
enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, catalase e SOD (Rodriguez et
al., 2004; Tomas-Zapico et al., 2005), mas no presente estudo atribuimos a diminui¢cao
dos danos ao DNA principalmente a sua capacidade e de seus metabdlitos de eliminar
ERO, uma vez que a MEL pode interagir diretamente com H202 sendo convertida em
seu metabdlito AFMK (Tan et al., 2000), que ajuda a preservar a integridade do DNA,
reduzindo o substrato necessario para a geracao de radical OH e protegendo o DNA
do dano oxidativo, por ser um eliminador de radicais livres (Hardeland, 2005).

Outra caracteristica da MEL que a torna eficiente em reduzir os danos ao
DNA nos tecidos avaliados, € por ser um hormonio anfifilico, que permite que
atravesse as barreiras fisioldgicas, fornecendo protecao local ao DNA (Reiter et al.,
2013).

O aumento do peso corporal esta relacionado com distlrbio na via de
resposta ao dano ao DNA (Himbert et al., 2017). O sistema de reparo do DNA existe
para, de fato, reparar os danos ao DNA e manter a integridade da estrutura do mesmo.
Em geral, o processo de reparo de danos ao DNA envolve o reconhecimento do dano
por sensores especificos, geracdo e amplificacdo do sinal de dano, transduc¢éo desse
sinal para o citoplasma e ativacédo de efetores especificos (Sova et al., 2010).

Dentre varios mecanismos conhecidos de reparo do DNA, o reparo direto
ocorre durante a replicacdo, enquanto o reparo indireto ocorre apos a sintese do DNA
(Slyskova et al., 2014). A estratégia de reparo indireto inclui reparo de excisao de base
(BER), reparo de excisédo de nucleotideo (NER), reparo de incompatibilidade (MMR),
a juncdo de extremidade ndo homodloga e as vias de recombinacdo homéloga
(Wtodarczyk e Nowicka, 2019).

A BER é a principal via de reparo de DNA para les6es de DNA oxidado, é
realizada por DNA glicosilase, OGG1, que removem bases de DNA modificadas por
clivagem da ligacao N-glicosidica entre a base e a pentose, iSso cria um sitio abasico
(apurinico ou apirimidinico), também conhecido como sitio AP, que pode ser
posteriormente transformado em uma quebra de fita de DNA por uma atividade

endonucleolitica da mesma glicosilase ou uma endonuclease AP, APEL. A lacuna é
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preenchida por uma DNA polimerase e selada por uma DNA ligase (Jagannathan et
al., 2006).

A presenca de obesidade esta relacionada com alteracées no reparo de
quebras de fitas duplas induzidas por agente genotoxicos (Azzara et al., 2016), além
disso, uma associagéao inversa entre o IMC e a capacidade de NER foi encontrada em
mulheres jovens (Tyson et al., 2009). Sendo assim, acredita-se que a producao
exacerbada de ERO esta associada a modulacdo da resposta ao dano ao DNA por
meio do impacto nas expressdes de genes que estdo envolvidos no reparo do DNA
(Adcock et al., 2005; Kidane et al., 2014).

Dessa forma, avaliou-se os efeitos da ingestdo de CAF sobre as duas
principais enzimas da via da BER, OGG1 e APEL, contudo apenas foi observado
diferenca significativa dos niveis proteicos de OGG1 nos animais alimentados com
fast foods.

Este foi o primeiro trabalho a avaliar os efeitos da CAF sobre a via da BER,
dessa forma, supde-se que essa dieta rica em alimentos ultraprocessados que esta
levando os animais a se tornarem obesos induz a uma diminuicdo na expressao de
OGG1, uma vez que o trabalho de Lohr et al. (2015) demonstrou que ratos Zucker
obesos apresentaram uma diminui¢cdo da expressao de OGG1 enquanto que os ratos
magros apresentavam essa expressao aumentada. Outra hipotese, € que a OGG1
estd sujeita a uma variedade de modificacbes pos-traducdo que reduzem ou
aumentam sua atividade, dessa forma, a CAF pode estar induzindo a uma alteracao
pés-traducional da OGG1, prejudicando, dessa forma, o reparo do DNA. Ademais, o
estresse oxidativo levando a danos oxidativos ao DNA causa uma diminuicdo da
expressdo de OGG1 sendo que este fato esta relacionado com a diminuicdo de PGC-
1a — familia de cofatores de transcricdo envolvidos na B-oxidacdo - na obesidade.
Sendo assim, a funcdo mitocondrial € sobrecarregada e por consequéncia
prejudicada, levando a um aumento da producao de radicais livres, que entdo causam
danos as macromoléculas (Sampath e Lloyd, 2019). Com relagdo a APE1, a CAF néo
alterou essa proteina envolvida com a maquinaria de reparo do DNA.

Considerando que a MEL reduziu os danos ao DNA em diferentes tecidos
e também a mutagenicidade da dieta CAF, objetivou-se avaliar o efeito da MEL sobre
as proteinas envolvidas com o BER. Dessa forma, no presente trabalho foi observado
gue a MEL suplementada durante as 21 semanas melhorou os niveis de OGG1 no

grupo CAF + MEL, porém nao foram observados seus efeitos em relacdo a APE1.
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Damiani et al. (2020) avaliaram diferentes tempos de suplementacéo de
MEL sobre o envelhecimento e constataram que esse hormonio foi capaz de reduzir
os danos ao DNA em tecido cerebral, figado, rim e também apresentou efeito
antimutagénico. Ademais, os niveis de OGG1 e APE1 neste mesmo estudo foram
maiores nos animais com maior tempo de suplementacéo. Dessa forma, a acao da
MEL sobre as enzimas envolvidas na BER parece ser maior quando a ingestao ocorre
num periodo maior de tempo.

Com o objetivo de contribuir para o entendimento de como a MEL estaria
reduzindo os danos no DNA e de qual forma ela estaria atuando no processo de reparo
no material genético, foi utilizado da biologia de sistemas. No presente estudo
proteinas relacionadas com a obesidade foram prospectadas juntamente com
proteinas relacionadas a MEL. Os bioprocessos foram identificados a partir da andlise
da ontologia génica, onde o cluster que esta relacionado com o processo de reparo
do DNA é o cluster 2, que também mostrou bioprocessos como fosforilacdo, resposta
ao estresse oxidativo e regulacéo positiva da MAPK.

A partir dos resultados obtidos foi possivel propor uma nova hipétese de
como a MEL estaria atuando no reparo do DNA na obesidade (figura 20). O presente
modelo sugere que a MEL atua através de receptores acoplados a proteina G (MT1 e
MT2) e dessa forma através da fosforilacdo de proteinas que culminardo no reparo do
DNA por recombinagdo homéloga (do inglés “homologous recombination” - HR) e por
unido de extremidade ndo-homodloga (do inglés "Non-homologous end joining" —
NHEJ) na obesidade. Entre as proteinas presentes no cluster 2 destacam-se mTOR,
AKT, via da MAPK, Pi3K e 0 gene PRKCB que codifica a proteina DNA-PK.
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Figura 20: Modelo molecular do mecanismo de a¢do no reparo do dano ao DNA induzido pela
obesidade. A melatonina age através de receptores acoplados a proteina G e pode atuar no reparo do
DNA atraveés de trés vias: ativagdo da via da MAPK que induz a sintese de proteinas de reparo do DNA
por recombinagdo homologa ou através da PI3K, que fosforila a AKT e por sua vez a mTORCL1 que
também leva ao reparo do DNA por recombinag¢do homéloga. Além disso, quebras de fita dupla levam
a ativacdo da DNA-PK, proteina que também é ativada pela melatonina, e leva ao reparo do DNA
através de recombinacdo ndo-homéloga. MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno (do inglés
mitogen-activated protein kinase); Pi3K: fosfatidilinositol 3-quinase; AKT: proteina quinase B; mTORCL1:
alvo de mamiferos do complexo 1 da rapamicina; DNA-PK: proteina quinase dependente de DNA.

De uma forma geral, a MEL poderia atuar por trés diferentes vias, sendo
todas elas através de receptores acoplados a proteina G, dessa forma levaria a
fosforilacdo de mTOR através de PI3K e também pela via de MAPK, e assim levar a
transcricdo de proteinas envolvidas com o reparo do DNA por HR. Além disso, a MEL
também demonstrou estar envolvida com a ativacdo de DNA-PK que ativaria a via de
reparo do DNA por NHEJ.

Além das enzimas envolvidas no reparo do DNA, no presente trabalho
também foi avaliado o nivel proteico de NRF2 em figado dos diferentes grupos
experimentais e foi demonstrado que com o consumo de CAF houve uma diminui¢ao
desse fator de transcricéo, sendo que a suplementacéo de MEL foi capaz de aumentar
a quantidade proteica de NRF2.

O NRF2 é considerado a principal defesa em resposta a ERO e estresse
oxidativo, bem como inflamacdo. A regulacdo do estresse oxidativo pela via de
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sinalizacdo NRF2 esta relacionada ao seu impacto na expressdo de genes que
envolvem a codificacdo de enzimas de resposta de fase Il, como heme oxigenase-1
(HO-1), glutationa-s-transferase (GST), CAT, SOD e NADPH quinona desidrogenase
1 (NQO1) (Guo et al., 2017). Em situacdes de estresse celular, a via do NRF2 passa
por regulacao positiva para diminuir e até inibir o estresse, demonstrando o papel vital
desta via de sinalizagdo na manutencao da homeostase (de la Vega et al., 2018).

Quando ocorre a inibicdo de NRF2, diversas proteinas séo transcritas e
estdo envolvidas com o aumento do estado pré-inflamatério de adipocitos e
armazenamento de 4cidos graxos, demonstrando que, quando expresso, ha efeitos
benéficos sobre a obesidade (Hayes e Dinkova-Kostova, 2014; Vasileva et al., 2020).

Como citado anteriormente, a MEL foi eficaz em aumentar os niveis
proteicos de NRF2. Alguns estudos ja avaliaram o efeito deste horménio sobre o fator
de transcricdo NRF2, tais como em um estudo com células pancreaticas, que
demonstra que a MEL estimula e aumenta a translocagcao nuclear e fosforilacdo de
Nrf2 através da sinalizacéo de protein kinase C (PKC) e Ca?* levando a diminuicéo do
estresse oxidativo nessas células (Santofimia-Castafio et al., 2015). Também Trivedi
et al. (2016) examinaram o efeito da MEL sobre a colite associada a carcinogénese
do colon (CACC). Eles observaram que a administracdo de MEL atenua a inflamacao
e 0 estresse oxidativo e também inibe o mecanismo de autofagia, diminuindo a
progressdo de CACC e esse efeito protetivo foi associados a ativacdo da via de
sinalizagdo NRF2 (analisado através de Western blot). Além disso, Damiani et al.
(2018) avaliaram o efeito de 3, 9, 15 e 18 meses de suplementacdo de MEL em
camundongos velhos e observaram que o maior tempo de suplementacéo obteve um
aumento da expressao das enzimas antioxidantes estimuladas por NRF2.

De uma forma geral, a MEL utiliza quatro mecanismos para estimular a via
do NRF2: (1) inibicdo de Keapl; (2) aumentando a translocacao nuclear de NRF2; (3)
promovendo a expressao de mRNA e proteica de NRF2; e (4) ativacdo de mediadores
de NRF2, tais como PKC (Ahmadia e Ashrafizadeh, 2019).

No presente estudo, pode-se observar que os melhores resultados séo
provenientes dos grupos que foram suplementados por mais tempo e que nao tiveram
a interrupcdo de administracdo de MEL, uma vez que seus efeitos sdo reduzidos
assim que ocorre a interrupcdo da sua administragdo. Cipolla-Neto et al. (2014)
avaliaram o efeito da suplementacdo MEL em animais obesos com 10 meses de idade

até completaram 22 meses. Com isso, demonstraram uma reducao na massa corporal
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e gordura visceral, sendo que a reducéo de peso apareceu dentro de duas semanas
e persistiu durante todo o periodo, porém quando ocorreu a interrupcdo da
administracdo de MEL, os animais voltaram a ganhar peso.

Resumidamente, a CAF € uma otima ferramenta para induzir a obesidade
semelhante a dos seres humanos, pois conta com uma variedade de alimentos
ultraprocessados, com elevado carboidratos, sédio, aditivos quimicos e corantes.
Contudo, a MEL se mostrou eficaz em atenuar as alteracdes ocasionados pela
obesidade em animais alimentados durante 21 semanas com fast food, sendo que
seus efeitos antioxidantes sdo mais satisfatorios quando suplementada em um
periodo maior de tempo e de forma concomitante ao que esta ocasionando as

alteracdes metabdlicas, moleculares e bioguimicas.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos do presente estudo, pode-se concluir que a
MEL age principalmente através da sua capacidade antioxidante e também de seus
metabdlitos de primeira, segunda e terceira geracdo, uma vez que sdo todos
considerados excelentes captadores de radicais livres. A partir disso, a MEL é capaz
de diminuir ERO e radicais livres, e por consequéncia modular a resposta ao dano ao
DNA, além de proteinas chaves no reparo ao dano, especialmente através da
recombinacdo homologa e ndo-homologa. Além disso, a MEL foi capaz de reverter o
quadro de dislipidemia presente nos animais alimentados com CAF e reduzir a
inflamac&o ocasionada por esta dieta.

Vale ressaltar que este foi o primeiro trabalho a avaliar os efeitos
antioxidantes da MEL sobre danos ao DNA causado pela obesidade, induzido através
da CAF, mimetizando a dieta em que a maioria dos individuos estdo expostos nos

ultimos anos.
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