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RESUMO

INTRODUCAO: Dietas hipercaldricas e hiperlipidicas (HC/HL) adicionadas de bebidas agucaradas,
altamente palataveis, sdo utilizadas na inducdo da obesidade experimental, simulando a estreita
associacdo desta com o aumento da obesidade mundial. A obten¢ao destes modelos contribui para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos nesta doenca. Entretanto, os resultados presentes na
literatura sdo bastante contraditorios e de dificil comparagdo, especialmente devido aos diferentes
teores de lipidios saturados, os quais variam em torno de 45 a 60% do valor calorico total, o que confere
distintos protocolos utilizados nos estudos. Por outro lado, a ingestao de bebidas agucaradas parece ter
maior consenso a respeito de sua participagdo na obesidade. OBJETIVO: Estabelecer um modelo de
obesidade, com causas e caracteristicas similares a obesidade humana, por meio de dieta HC/HL
adicionada a uma solugio de frutose introduzida em fases precoces da vida. METODOS: Vinte e sete
ratos machos Wistar (21 dias de idade; 43+2g) foram divididos em 3 grupos (n=9/grupo): Controle
(C): receberam dieta AIN93/G + agua; Hipercalorica/hiperlipidica contendo 45% de lipideos + solugao
com frutose 10% (HC/HL1); Hipercalorica/hiperlipidica contendo 60% de lipideos + solugdo com
frutose 10% (HC/HL2). As dietas foram administradas durante 70 dias ininterruptos. A massa corporal
(MC) e ingestdes alimentar (IA) e hidrica (IH) foram determinadas 3x/sem. Ao final do experimento,
apos jejum alimentar de 12h, os animais foram anestesiados por inalagdo com excesso de CO», pesados
e medidos quanto ao comprimento corporal (naso-anal) e eutanasiados por meio de exsanguinacao via
decapitacao em guilhotina especifica para esse fim. A confirmacao da obesidade foi realizada por meio
da eficiéncia energética (EE), pelo indice de Lee (IL) e pelo indice de adiposidade (IAV) calculado
pela soma dos tecidos adiposos: epididimal+retroperitonealtomental+perirrenal. A andlise
morfologica do tecido adiposo subcutaneo inguinal foi realizada em cortes histologicos corados em
HE e a area de adip6citos analisada por meio do software Imagel. Os musculos séleo, gastrocnémio,
tibial anterior, EDL e quadriceps foram excisados e pesados. Amostras sanguineas (8mL) foram
coletas para a determinagdo da concentracdo sérica de citocinas € hormodnios, bem como dos
parametros bioquimicos por meio de kits comerciais. Os parametros clinicos foram obtidos por meio
dos indices HOMA2-IR, HOMA-B e QUICKI. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA-One-way) ou Kruskal Wallis e, quando diferencas foram observadas, utilizou-se post hoc
de Tukey ou Dunn’s, respectivamente. As andlises estatisticas foram realizadas em software
(SPSS® 21), e os resultados foram expressos como média=DP (p<0,05). RESULTADOS: MC foi
maior no HC/HLI se comparado a HC/HL2, sendo ambos maiores que C (p<0,001). IA foi maior em
HC/HL1 do que em HC/HL2 (p=0,02), sem diferenca para C. No que se refere a IH, ndo houve
diferenca entre HC/HL1 e HC/HL2, mas ambos foram maiores que C (p=0,02). A EE (p<0,001) e o
IAV (p<0,001) foram maiores em HC/HL1 e HC/HL2 quando comparados ao C. O IL foi maior em
HC/HL1 comparado ao C (p=0,02), e sem diferenga comparado a HC/HL2. A massa relativa do figado
foi maior em HC/HL1 e HC/HL2 comparados ao C (p<0,001). As massas relativas do coracao
(p=0,003) e dos rins (p=0,016) foram menores em HC/HL1 comparado aos demais grupos. A massa
relativa dos musculos so6leo (p=0,01), gastrocnémio (p<0,001), tibial anterior (p<0,001), EDL
(p<0,001) e quadriceps (p<0,001) foram menores em HC/HL1 e HC/HL2 comparados ao C. As massas
relativas dos tecidos adiposos retroperitoneal (p<0,001), perirrenal (p<0,001), omental (p=0,004),
epididimal (p=0,002) e subcutidnea inguinal (p<0,001) foram maiores em HC/HL1 e HC/HL2
comparados ao C. A area dos adipocitos do tecido subcutaneo inguinal de HC/HL1 (3828,0+1047,0)
foi maior quando comparada a C (1516,0£591,8) e HC/HL2 (2644,0+£552,1) (p<0,0001), sendo
HC/HL2 maior que C. Os niveis séricos de triglicerideos, VLDL-c e HDL-c foram maiores em
HC/HL1 e HC/HL2 comparados ao C (p<0,001); HC/HL1 apresentou maiores valores (p=0,007) de
colesterol se comparado aos demais grupos. O colesterol nao HDL foi menor em HC/HL1 e HC/HL2
comparado ao C (p=0,004). HC/HL1 apresentou maior concentracao de leptina (2563,0+1444 pg/mL,
p=0,001) e insulina (950,0+346,0 pg/mL (p=0,001) se comparado ao C (leptina=337,4+168,9 pg/mL
e insulina=535,6+277,2 pg/mL) e ao HC/HL2 (leptina=1263,0+937,6 pg/mL e insulina=332,0+264,5



pg/mL). O grupo HC/HL1 ndo apresentou diferenca no HOMA2-IR (4,5+1,9) ¢ HOMA-f;
(121,1+39,6) quando comparado ao grupo C (2,7+1,9; 89,3+53,1), porém, em ambos foram obtidos
valores mais elevados quando comparados ao HC/HL2 (HOMAZ2-IR 1,8+1,1, p= 0,018) e (HOMA-
B=36,4+24.4, p=0,0007). QUICKI foi significativamente maior em HC/HL2 (0,35+0,08, p=0,011)
comparado ao HC/HL1 (0,28+0,02), no entanto, ambos nao se mostraram diferentes em relagao ao C
(0,30+0,03). CONCLUSAO: Dieta HC/HL1 adicionada a solugdo com frutose 10% promoveu
caracteristicas similares a obesidade humana, uma vez que os ratos apresentaram aumento do Indice
de Lee, hiperadiposidade subcutinea e visceral, hiperleptinemia, hiperinsulinemia e sinais clinicos de
sensibilidade a insulina (sem prejuizo as células-f). Embora nao tenham apresentado alteracdo no
Indice de Lee, os animais pertencentes a HC/HL2 denotaram menor hiperadiposidade subcutinea e
visceral, e sinais clinicos de prejuizo a fungdo das células-f. Tomados em conjunto, os resultados do
presente estudo permitem concluir que dieta contendo 45% de lipideos associada a solucdo de frutose
10% foi eficiente em induzir um modelo de obesidade com caracteristicas semelhantes a obesidade
humana.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hipercalérica/hiperlipidica. Insulina. Leptina. Frutose.

Abstract

INTRODUCTION: Hypercaloric and hyperlipidic diets (HC/HL), added with highly palatable sugary
drinks, are used to induce experimental obesity, simulating its close association with increased obesity
worldwide. Obtaining these models contributes to the understanding of the mechanisms involved in
this disease. However, the results in the literature are quite contradictory and difficult to compare,
especially due to the different saturated lipid contents, which vary around 45 to 60% of the total caloric
value, which confers different protocols used in the studies. On the other hand, the ingestion of sugary
drinks seems to have a greater consensus regarding their participation in obesity. OBJECTIVE: To
establish a model of obesity, with causes and characteristics similar to human obesity, by means of
HC/HL diet added to a solution of fructose introduced in the early stages of life. METHODS: Twenty-
seven male Wistar rats (21 days of age, 43+2g) were divided into 3 groups (n=9/group): Control (C):
received diet AIN93/G + water; hypercaloric/hyperlipidic containing 45% lipids + 10% fructose
solution (HC/HL1); hypercaloric/hyperlipidic containing 60% lipids + 10% fructose solution
(HC/HL2). Diets were given for 70 uninterrupted days. Body mass (MC) and food (FI) and water
intake (WI) were determined 3x /wk. At the end of the experiment, the animals were anesthetized by
inhalation with excess CO2, weighed and measured in terms of body length (naso-anal) and euthanized
by means of exsanguination through a guillotine-specific decapitation for this purpose. Confirmation
of obesity was performed through energy efficiency (EE), Lee's index (IL) and adiposity index (Al)
calculated by the sum of adipose tissue: epididimal + retroperitoneal + omental + perirenal.
Morphological analysis of subcutaneous inguinal adipose tissue was performed in histological sections
stained in HE, and the area of adipocytes analyzed with the support of Imagel software. The soleus,
gastrocnemius, tibialis anterior, EDL and quadriceps muscles were excised and weighed. Blood
samples (8mL) were collected for the determination of the serum concentration of cytokines and
hormones, as well as biochemical parameters through commercial kits. Clinical parameters were
obtained using the HOMA2-IR, HOMA-B and QUICKI indices. Data were submitted to analysis of
variance (ANOVA-One-way) or Kruskal Wallis and, when differences were observed, post-hoc of
Tukey or Dunn's, respectively. Statistical analyzes were performed in software (SPSS® 21), and the
results were expressed as mean £ SD (p<0.05). RESULTS: MC was higher in HC/HL1 when
compared to HC/HL2, both higher than C (p<0.001). FI was higher in HC/HL1 than in HC/HL2
(p=0.02), with no difference in C. Regarding WI, there was no difference between HC/HL1 and
HC/HL2, but both were greater than C (p=0.02). EE (p<0.001) and AI (p<0.001) were higher in



HC/HLI1 and HC/HL2 when compared to C. IL was higher in HC/HL1 compared to C (p=0.02), and
without difference compared to HC/HL2. The relative liver mass was higher in HC/HL1 and HC/HL2
compared to C (p<0.001). The relative masses of the heart (p=0.003) and the kidneys (p=0.016) were
lower in HC/HL1 compared to the other groups. The relative mass of the soleus (p=0.01),
gastrocnemius (p <0.001), anterior tibial (p<0.001), EDL (p<0.001) and quadriceps (p<0.001) muscles
were lower in HC/HL1 and HC/HL2 compared to C. The relative masses of the retroperitoneal
(p<0.001), perirenal (p<0.001), omental (p=0.004), epididimal (p=0.002) and subcutaneous inguinal
(p<0.001) adipose tissues were higher in HC/HL1 and HC/HL2 compared to C. The area of adipocytes
was higher in HC/HL1 (3828.0+£1047.0) compared to C (1516.0+591.8) and HC/HL2 (2644.0+£552.1
(p<0.001), and HC/HL2 was higher than C. Serum triglyceride levels, VLDL-c and HDL-c were higher
in HC / HL1 and HC/HL2 compared to C (p<0.001) ; HC/HLI1 presented higher values (p=0.007) of
cholesterol when compared to the other groups. Non-HDL cholesterol was lower in HC/HL1 and
HC/HL2 compared to C (p=0.004). HC/HL1 had a higher concentration of leptin (2563.0+1444 pg/mL,
p=0.001) and insulin (950.0£346.0 pg/mL (p=0.001) compared to C (leptin=337.4+168.9 pg/mL and
insulin=535.6+277.2 pg/mL) and HC/HL2 (leptin=1263.0+937.6 pg/mL and insulin=332.0+264.5
pg/mL. HC/HL1 group showed no difference in HOMA2-IR (4.5+1.9) and HOMA-B (121.1£39.6)
when compared to group C (2,7+1,9; 89,3+53,1), however, showed higher values when compared to
HC/HL2 (HOMAZ2-IR 1.8+1.1, p=0.018) and (HOMA-p=36.44+24.4, p=0, 0007). QUICKI was higher
in HC/HL2 (0.35+0.08, p=0.011) compared to HC/HL1 (0.28+0.02), however, both were not different
in relation to C (0.30+£0.03). CONCLUSION: HC/HLI1 diet added to the solution with 10% fructose
promoted similar characteristics to human obesity, since the animals presented increase of the Lee
Index, subcutaneous and visceral hyperadiposity, hyperleptinemia, hyperinsulinemia and clinical signs
of insulin sensitivity to B-cells). Although there was no change in the Lee Index, the animals belonging
to HC/HL2 showed lower subcutaneous and visceral hyperadiposity, and clinical signs of impaired 3-
cell function. Taken together, the results of the present study allow us to conclude that a diet containing
45% lipids associated with 10% fructose solution was efficient in inducing an obesity model with
characteristics similar to human obesity.

Keywords: Obesity. Hypercaloric / hyperlipidic diet. Insulin. Leptin. Fructose.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2015), aproximadamente 1,6
bilhao de pessoas sofrem com o excesso de peso corporal, sendo que, dessa totalidade, cerca de
522 milhdes estdo na faixa considerada obesa em todo o mundo ['. Dentre as provaveis causas,
destacam-se tanto os fatores genéticos como os comportamentais >3],

A obesidade pode ser definida como a condi¢do onde ocorre aumento do peso corporal
provocado pelo elevado acimulo de gordura (triglicerideos) nos tecidos adiposos (subcutaneo
e visceral), sendo que valores de massa gorda acima de 25% em homens e de 30% em mulheres,
em relagdo a massa corporal total, configuram a obesidade [!. A Organiza¢do das Nacdes
Unidas Para a Alimentacdo e Agricultura (FAO) e o Fundo Mundial para Pesquisa em Cancer
(FMPC), destacam que os fatores mais relevantes na promog¢ao do excesso de peso corporal e
obesidade sao as preferéncias dietéticas, caracterizadas pelo consumo exacerbado de alimentos
de alta densidade energética (rica em lipidios e agucares), e proporcionalmente baixos no que
tange a qualidade nutricional (vitaminas, minerais ¢ propor¢ao adequada de macronutrientes)
(41

A epidemia de obesidade, observada nos paises em desenvolvimento, tem afetado nao
apenas os individuos adultos, mas, também, criancas e adolescentes [*. Embora sejam esperados
periodos caracteristicos de ganho de peso corporal, ¢ possivel identificar que o acimulo de
gordura tem ocorrido cada vez mais cedo e, ao invés de reduzir com o crescimento, vem sendo
mantido por toda a infancia e vida adulta 7). Dessa forma, as chances para o desenvolvimento
de Doencas Cronicas ndo Transmissiveis (DCNT’s) tornam-se cada vez maiores.

O aumento da incidéncia de adiposidade em criangas e adolescentes eleva,
precocemente, as chances de desenvolver problemas relacionados a inflamacdo cronica e, por
consequéncia, condigdes fisiopatologicas, tais como doengas cardiovasculares, hipertensao
arterial sistémica, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, osteoartrites, entre outras 81, Além
disso, dietas ricas em gordura e agucar estdo associadas a atrofia do musculo esquelético com
redugdo das proteinas miofibrilares, acarretando em alteracdes fenotipicamente caracterizadas
por perda de massa e forca muscular !,

A inflamagao cronica de baixo grau € outro desfecho importante da obesidade, afetando

[10

diretamente o funcionamento do tecido muscular ['%. Estudos apontam que o consumo de dieta
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com elevado teor de lipidios e agucares, padrio alimentar comum entre obesos, pode
desencadear alteragcdes nas concentragcdes de hormonios como adiponectina, leptina e insulina,
e de marcadores pro-inflamatorias como as citocinas IL-6 ¢ TNF-q 1131,

E importante destacar que o aumento do sedentarismo e do consumo de alimentos cada
vez menos nutritivos e mais caldricos, gerou um “Ambiente Obesogénico”, situagdo esta
favoravel ao acumulo de gordura corporal e consequente surgimento da obesidade, iniciada ja

a [1% 151 Individuos sedentarios que adotam habitos nutricionais na forma de dietas

na infinci
hiperlipidicas associada a bebidas agucaradas, normalmente na forma de refrigerantes,
manifestam disturbios metabolicos associados a resisténcia a insulina, podendo evoluir para

diabetes mellitus e obesidade ['°

1. A patogénese desse processo envolve redugdo tanto na
captagdo quanto na utilizagdo de glicose pelo musculo, promovendo uma maior oxidacao de
acidos graxos para o fornecimento de energia aos processos metabolicos e contrateis. Embora
as causas que expliquem as alteracdes ligadas ao metabolismo energético ainda nao estejam
amplamente elucidadas, acredita-se que dieta rica em gordura associada a bebida agucarada
possa colaborar efetivamente > 171,

Nesse sentido, a utiliza¢cdo de modelo animal, especialmente roedores, tem sido amplamente
adotada a fim de mimetizar um ambiente obesogénico o qual tenha sucesso em reproduzir o atual
panorama observado em seres humanos. Razdes importantes, como o baixo custo de manutencao,
facilidade de manipulacdo e reprodugdo em curto tempo, além da importante proximidade

91 Embora existam

filogenética com o ser humano, justificam os estudos com animais !'®
importantes técnicas de manipulacdo genética empregadas em roedores para o estudo da obesidade,
tais como cepas knock-out/knock-in, normalmente usadas para testar a funcionalidade de genes
associados a obesidade ”), a reproducdo de um ambiente de cardcter semelhante ao do humano,
porém, garantindo que as variaveis possam ser cuidadosamente controladas e acompanhadas e, além
disso, que reproduzam o fendtipo metabdlico propicio ao desenvolvimento da obesidade, ainda ¢é
um desafio para a comunidade cientifica.

Mediante a relevancia cientifica do assunto, o objetivo foi de estabelecer um modelo de
obesidade em ratos com causas e caracteristicas similares a obesidade em seres humanos por

meio da administragdo de dieta hipercalorica e hiperlipidica adicionadas a uma solucao de

frutose, introduzida em fases precoces da vida.
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REVISAO DA LITERATURA

Tecido adiposo / Obesidade

A génese da obesidade ¢ altamente complexa e envolve multiplos mecanismos
fisiologicos celulares, neurais, moleculares, endocrinos e bioquimicos, atuando de maneira
diferente, isolada ou conjuntamente, respeitando as diferencas bioldgicas e genéticas entre os
individuos e seu ambiente [* 211,

A obesidade, ou acumulo de tecido adiposo em mamiferos, tem como principal causa a
ingestdo excessiva de alimentos em detrimento ao gasto de energia, possuindo relacdo direta

[5. 21, 221 Qobre esse contexto, é importante salientar que o organismo de

com o sedentarismo
criangas e adolescentes, ao longo da fase de crescimento e desenvolvimento, sofre hiperplasia
e hipertrofia de células de gordura, ou seja, aumento no niimero e no tamanho dos adipécitos,
respectivamente. Tal fato ocorre devido ao desequilibrio energético pendulado para o lado
positivo (consumo excessivo de energia). No entanto, estudos apontam que, ao alcancarem a
fase adulta, é mais provavel que a hipertrofia predomine sobre a hiperplasia 23241,

E consenso na literatura que dietas hipercaléricas e hiperlipidicas elevam o peso corporal,
causado pelo acumulo exacerbado de lipidios corporais, o qual pode estimular a produgdo e
secrecdo hormonal, resultando em hipertrofia cardiaca e renal seguida de elevacdo da pressao
arterial sistémica 12124 23],

O percentual elevado de gordura corporal, em especial o acimulo na regido visceral,
resulta em elevado risco para o desenvolvimento de DCNT’s, hipertensdo arterial sist€émica,
diabetes mellitus do tipo 2, sindrome metabolica, entre outras [® 261, Mensuragdes simples, tais
como circunferéncias corporais, massa corporal total, indice de massa corporal, e ainda mais
especifico, a determinagdo da gordura corporal, podem ser uteis ndo apenas para o diagnostico,
mas, também, na identificacdo dos riscos associados & obesidade ou excesso de adiposidade >,

E sabido que o acimulo de lipidios corporais é resultado do armazenamento excessivo
de triacilglicerdis (TAG) nos diversos depositos de tecidos adiposos brancos (TAB) [23 28291,
Dessa forma, sabe-se que a quantidade de TAG armazenado no TAB ¢ decorrente da razao entre
as velocidades de sintese (lipogénese) e de degradacao (lipolise) deste substrato. Periodos onde

a razdo lipogénese/lipolise ¢ menor que 1, como durante o jejum ou exercicios fisicos

prolongados e/ou de alta intensidade, os adipdcitos liberam 4cidos graxos (AGs) livres e glicerol
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a fim de serem utilizados como fonte de energia em diversos tecidos corporais, como o figado,
musculos esquelético e cardiaco e cérebro (apenas o glicerol). Os AGs nao oxidados, ou ndo
liberados pelos adipdcitos, podem ser novamente reesterificados em TAG, reconstituindo-se

30311 Em contraste, periodos de balango energético

como fonte de energia armazenada no TAB'!
positivo, como o pds-prandial, onde a lipogénese estd estimulada, os AGs sdo captados dos
quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), com participacdo da enzima
lipase lipoproteica (LPL), resultando na sintese de TAG nos tecidos.

Fatores ambientais/comportamentais tém sido considerados como principais condutores
no desenvolvimento da obesidade em criangas, adolescentes, adultos ¢ idosos. Nao obstante, o
sedentarismo ¢ apontado como parte importante nesse processo, com destaque para a populagao

ocidental 2%

, a reducdo no gasto energético, ocasionada pela baixa necessidade de energia e,
em muitos casos associada a ingestdo excessiva de alimentos altamente energéticos (ricos em
gordura e carboidratos) s3o, na maioria das vezes, considerados os fatores comportamentais

mais determinantes para o desenvolvimento da obesidade [>31.

Lipogénese / Adipogénese

O metabolismo de lipidios nos tecidos corporais sofre regula¢do de diferentes fatores,
tais como os hormonais, disponibilidade de substratos e, ainda, as necessidades energéticas do
organismo. O acumulo de energia na forma de gordura é determinado pelo balango entre a
sintese (lipogénese) e degradacdo (lipolise-oxidacao dos 4cidos graxos), sendo esse fendmeno
denominado de turnover energético >4,

O actimulo elevado de tecido adiposo em humanos, inerente aos mamiferos, deve-se,
entre outros fatores, a sobrevivéncia da espécie; no entanto, nas atuais condi¢des da vida
moderna, podemos dizer que esse aspecto € negativo se relacionado a evolugao do ser humano.
Atualmente, sabe-se que ndo s6 o maior consumo de calorias ingerida, mas, também, a

(241 O aumento na propor¢io de carboidratos

composi¢ao de nutrientes, pode levar a obesidade
e gorduras (principalmente as saturadas) na dieta, ¢ considerado a principal causa do maior
estimulo a lipogénese (i.e. sintese aumentada de TGL); por outro lado, refei¢des contendo maior
propor¢ao de proteinas dietéticas vém sendo utilizadas como estratégias moduladoras com o

intuito de reduzir os estoques de lipidios, sobretudo por elevar a termogénese e a mobilizagao
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de AGs e glicerol para oxidagdo nas células 12432351,

O balango energético positivo influencia fortemente a lipogénese, no entanto, dietas que
contém quantidades desproporcionais de nutrientes fornecedores de energia (carboidratos,
proteinas e lipidios), como por exemplo, refei¢des ricas em carboidratos, estimulam a sintese
de AGs tanto pelo figado como pelos adipocitos, resultando em aciimulo plasmatico desse
substrato no periodo pos-prandial, o que eleva a captacdo hepatica desses componentes; em
conjunto, esses fendmenos configuram-se como fatores de risco para o desenvolvimento de
doenca hepética gordurosa nio alcodlica (DHGNA) %361, Além disso, a hiperglicemia estimula
a lipogénese por meio da conversdo glicolitica da glicose em acetil-CoA, substrato precursor
da sintese de AGs, via Malonil-CoA, principalmente quando o excesso nao ¢ utilizado para a
ressintese de ATP via fosforilagdo oxidativa. Além disso, a hiperglicemia induz a producao e
secrecio de insulina em detrimento & de glucagon 3% 37],

A insulina, por estimular a sintese de AGs, aumenta a possibilidade de desenvolvimento
de DHGNA, além de elevar o acimulo de triglicerideos nos adipdcitos. Dietas ricas em glicose
estimulam, via humoral, as células B-pancredticas a liberarem grandes quantidades de insulina
para a corrente sanguinea, o que ocasiona aumento da ligacdo deste hormoénio aos seus
receptores de membrana, iniciando o estimulo para uma reagdo em cascata de fosforilacao via
tirosina quinase, com subsequente acionamento dos mecanismos de captacao de nutrientes pelas
células via proteinas de transporte de glicose GLUT (do acrondmio - OpenGL Utility Toolkit)
[3¢] " Outro possivel efeito advindo da hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia na
lipogénese, tanto hepatica quanto em adipdcitos, se da pelo estimulo a proteina ligada aos
elementos reguladores de esterdis-1 (SREBP-1), conhecida por ser um fator de transcri¢do para
a sintese de colesterol e de AGs, os quais atuam mediando os comandos para que ocorra
lipogénese 1*Y. Sabe-se que dietas ricas em AGs poli-insaturados regulam negativamente a
expressdo de SREBP-1, podendo ser este um mecanismo eficiente na reducdo da lipogénese
pelos tecidos adiposo e hepatico 24,

A sintese de novo de AGs ocorre no citosol de células adiposas e hepaticas
(principalmente) e necessita de unidades de dois carbonos na forma de acetil-CoA e de
equivalentes redutores provenientes do NADPH"™ H'. A principal forma de geragdo de acetil-

CoA no citosol ¢ por meio da enzima ATP-Citrato liase (ATP-CL), que atua sobre o citrato

(forma de transporte destas unidades da mitocondria para o citosol) proveniente da mitocondria
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(Figura 1). Parte do Acetil-CoA participa da formacao de AG na forma de malonil-CoA numa

reacdo catalisada pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACX) 3%,
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Figura 1. Mecanismos estimuladores da lipogénese e adipogénese: regulacao da lipogénese pelo figado (esquerda)
e pelo adipocito (direita). SREBP-1 (Fator de Transcri¢do Regulador de Esterdis Ligado a Proteina — 1), USF’s

(Fator Estimulador de Sintese), PPAR-y (Receptor Ativados por Proliferador de Peroxissoma) 123,
Tecido adiposo como 6rgao secretério endécrino

A ingestdo alimentar ¢ um ato fisiologico regulado por uma complexa maquinaria
neuroenddcrina, onde o centro de controle estd no niicleo arqueado localizado no hipotalamo.
Observa-se que existem distintos tipos de neurdnios no nucleo arqueado, onde ha populagdes
de neurdnios responsaveis pela producdo de hormonios orexigenos, como o neuropeptidio Y
(NPY) e o AgRP (agouti related protein), e outras populacdes de neurdnios responsaveis pela
producdo de hormoénios anorexigenos, como por exemplo, o CART (transcrito regulado por
cocaina ou anfetamina) e o a-MSH (peptideo a-melandcito estimulante), derivado do POMC
(pro-opiomelanocortina). Os neurdnios responsaveis pela secrecdo dos neuropeptidios
orexigenos e anorexigenos sdo capazes de elevar a expressdo de receptores para a leptina (Ob-
Rb), atuando como moduladores altamente responsivos aos efeitos deste horménio 3], Dessa
forma, situagcdes que aumentam a concentragdo plasmatica de leptina apresentam-se como

inibidores dos neurdnios orexigenos (NPY/AgRP) e estimuladores dos neuronios anorexigenos
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(—MSH/CART), proporcionando um estado de saciedade prolongado ou de menor consumo
alimentar (40411,

O tecido adiposo passou a ser considerado um 6rgao secretorio enddcrino a partir da
subsequente identificacao e caracterizagao da leptina, uma molécula sinalizadora derivada dos
adipocitos que atua principalmente no nticleo arqueado do hipotalamo 1?6, Atualmente, sabe-se
que o tecido adiposo secreta uma variedade de peptideos bioativos, conhecidos como
adipocinas, tais como; adiponectina, resistina, proteina ligada ao retinol — 4 (RBP-4) e
Interleucina 6 (IL-6) 261, A partir dessa descoberta, novas fun¢des do tecido adiposo foram
apresentadas, como a capacidade de seus compostos em atuar a nivel sistémico, tanto autdcrina
como paracrina. Para tanto, além de desempenhar importante papel na homeostase energética,
por meio da sua capacidade de armazenamento e liberacdo de energia, o tecido adiposo
apresenta uma importante e eficiente maquinaria de comunicagdo entre os 6rgaos, incluindo o
SNC.

Leptina (do Grego Leptos) significa magro, e ¢ um polipeptidio com peso molecular
igual a 16-kDa composta por 167 aminoacidos com estrutura homoéloga a outras citocinas.
Virios fatores podem estimular a produgao e liberagao de leptina pelos adipdcitos, dentre elas
o estado nutricional, o tecido adiposo visceral e a massa total do tecido de gordura sdo
considerados responsaveis diretos pela elevagio dos niveis deste hormodnio no plasmal®®l.
Iniimeros fatores podem regular a liberacdo e a inibi¢ao da leptina, como por exemplo insulina,
glicocorticoides, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), além de hormoénios estrogénios. Em
contrapartida, a diminui¢do ocorre pela acdo da atividade do agonista adrenérgico-f33,
hormonios androgénicos, presenca de AGs livres, GH e o receptor ativado do proliferador de
peroxossomo (Peroxisoma Proliferator-Activity Receptor-y - Ppary). Estudos apontam que
dietas hipercaloricas elevam os niveis plasmaticos de leptina, da mesma forma que dietas
restritas em calorias reduzem bruscamente os seus niveis (2125 36.39],

A expressdao de TNF-o mostra-se aumentada tanto em roedores quanto em seres
humanos obesos, situacdo que pode ser correlacionada com a resisténcia a insulina. Uma outra
influéncia advinda da maior expressdo de TNF-a na obesidade ¢ a modula¢do de genes
envolvidos na captacdo e no estoque de AGs livres e glicose e, ainda, pela estimulacdo de
fatores de transcricdo (ex: SREBP-1) envolvidos na adipogénese e lipogénese tanto em

adipécitos quanto no figado [*?!. Quanto ao aspecto inflamatério, sabe-se que ha forte associagio
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entre obesidade e IL-6 plasmatica, uma vez que os adipdcitos sdo responsaveis pelos elevados
niveis dessa citocina. E importante destacar que a IL-6 ¢ considerada citocina pré-inflamatoria
quando produzida pelos adipocitos, o que também parece estar relacionado com o

desenvolvimento da resisténcia a insulina e intolerancia a glicose [*1.

Musculo Estriado Esquelético

O tecido muscular esquelético possui diversas fungdes no organismo humano e ¢
constituido de fibras que podem ser caracterizadas segundo suas propriedades morfoldgicas,
contrateis e metabdlicas. Sua morfologia ¢ um importante fator da determina¢do da massa
muscular esquelética, pois apresenta cerca de 75 a 90% do volume muscular. Estudos indicam
que o tecido muscular possui caracteristicas heterogéneas e, por isso, apresenta distingdes,
principalmente em relacdo ao seu poder de contragdo. A unidade funcional do tecido muscular
¢ formada por uma unidade motora (motoneur6nio) e um grupo de filamentos musculares, onde
a unido desses formam a fibra muscular (4441,

As fibras musculares esqueléticas, também denominadas de fibras estriadas esqueléticas
ou células musculares estriadas, possuem conformacdo alongada e estreita, sdo células
multinucleadas com os nucleos concentrados na periferia da fibra proximo a membrana
sarcoplasmatica que, por sua vez, possui citoesqueleto constituido principalmente por
miofibrilas presentes em todo o comprimento da fibra. As miofibrilas sdo fortemente
organizadas, formadas por filamentos proteicos chamados sarcomeros. Os sarcomeros sdao
formados por proteinas contrateis como a actina e a miosina, responsaveis pela contragao
muscular e pela formagio de estriagdes vistas transversalmente a fibra [+ 45}

O musculo estriado esquelético possui um potencial de crescimento intimamente
relacionado com sua morfologia, que pode ser representado através do comprimento da fibra,

g [43.44.46] ' Ag caracteristicas

da area de seccdo transversa e do numero total de fibras musculare
contrateis e metabolicas do tecido muscular sdo determinadas pelo tipo de fibra e isso gerou um
grande interesse da comunidade cientifica, pois diversos pesquisadores tomaram como objetivo
estudar suas caracteristicas. Conhecidamente, ha 4 tipos de fibras musculares esqueléticas: fibra
muscular de contragdo lenta ou do tipo I, com caracteristica oxidativa e coloragdo avermelhada

devido a alta presenca de mioglobinas e maior vascularizagdo; fibra muscular de contragao

rapida ou do tipo Ila, com caracteristica oxido-glicolitica e colora¢cdo avermelhada determinada
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pela presenga de mioglobina; fibra muscular de contragdo rapida ou do tipo IIx ou IIb, com
caracteristica glicolitica e coloracdo esbranquigada determinada pela menor presenga de
mioglobina e menor vascularizacao; e fibra de contracdo muito rapida ou do tipo IId, com
caracteristicas glicolitica e coloracao esbranquicada. As fibras do tipo IId, também chamadas
de fibras de contragdo muito rapida, sdo conhecidas por existir em coelhos, contudo, ndo sio

expressas em seres humanos 43431,

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho visa estabelecer um modelo de obesidade em ratos com causas e
caracteristicas similares a obesidade em seres humanos por meio da administragdo de dieta
hipercaldrica e hiperlipidica adicionada a uma solugao de frutose, introduzida em fases precoces

da vida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Acompanhar diariamente o desenvolvimento dos animais por meio do registro dos parametros:
o Massa corporal;
o Ingestdo alimentar;

o Ingestdo hidrica.

Caracterizacao da obesidade:
o Determinag¢ao do indice de Lee;
o Determinacdo da ingestao energética total;
o Determinagdo da eficiéncia energética;

o Determinagdo do indice de adiposidade visceral.

Determinar a massa dos 6rgaos:
o Rins;
o Figado;

o Coragao.
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Determinar a massa dos tecidos de gordura:
o Epididimal;
o Perirrenal;
o Retroperitoneal;
o Omental;

o Subcutaneo Inguinal.

Determinar a massa dos tecidos musculares:
o Soéleo;
o Gastrocnémio;
o Tibial anterior;
o Extensor longo dos dedos;

o Quadriceps.

Analisar a morfologia e morfometria do tecido adiposo:

o Subcutaneo inguinal.

Avaliar a concentragao sérica dos hormdnios e citocinas:
o Leptina;

o Adiponectina;

o Insulina;
o IL-6;
o TNF-a.

Determinar os seguintes pardmetros bioquimicos:
o Glicemia de jejum;
o Triglicerideos;

o Colesterol total e Fragoes.

Avaliar, de modo indireto, a atividade funcional das células B-pancreaticas bem como o nivel

de resisténcia e sensibilidade a insulina por meio dos modelos:



o Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (Homa-IR);
o Homeostasis Model Assessment of B-Cell Function (Homa-CFp);
o Quantitative Insulin-Sensitivity Check Index (QUICKI).

20
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ADMINISTRACAO DE DIETA HIPERLIPIDICA CONTENDO GORDURA
SATURADA ASSOCIADA A SOLUCAO DE FRUTOSE, EM FASES PRECOCES DA
VIDA, SIMULOU A OBESIDADE HUMANA EM RATOS EUTROFICOS

Thiago da Rosa Limal, Nair Honda Kawashital

"Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, Mato Grosso.

INTRODUCAO: Dietas hipercaléricas e hiperlipidicas (HC/HL) adicionadas de bebidas
acucaradas, altamente palataveis, sdo utilizadas na indugdo da obesidade experimental,
simulando a estreita associacao destas com o aumento da obesidade mundial. Entretanto, os
resultados presentes na literatura sdo bastante contraditorios e de dificil comparagdo,
especialmente devido aos diferentes teores de lipidios saturados, os quais variam de 45 a 60%
do valor caldrico total. OBJETIVO: Estabelecer um modelo de obesidade, com causas e
caracteristicas similares a obesidade humana, por meio de dieta HC/HL adicionada a uma
solugdo de frutose introduzida em fases precoces da vida. METODOS: Vinte e sete ratos
machos Wistar (21 dias de idade; 43+2g) foram divididos em 3 grupos (n=9/grupo): Controle
(C): receberam dieta AIN93/G + agua; Hipercalorica/hiperlipidica contendo 45% de lipideos +
solugdo com frutose 10% (HC/HL1); Hipercaldrica/hiperlipidica contendo 60% de lipideos +
solugdo com frutose 10% (HC/HL2). As dietas foram administradas durante 70 dias
ininterruptos. A massa corporal (MC) e ingestdes alimentar (IA) e hidrica (IH) foram
determinadas 3x/sem. Ao final do experimento, ap6s jejum alimentar de 12h, os animais foram
anestesiados por inalagdo com excesso de CO., pesados € medidos quanto ao comprimento
corporal (naso-anal) e eutanasiados por meio de exsanguinacao via decapitagdo em guilhotina
especifica para esse fim. A confirmacdo da obesidade foi realizada por meio da eficiéncia
energética (EE), pelo indice de Lee (IL) e pelo indice de adiposidade (IAV) calculado pela soma
dos tecidos adiposos: epididimal+retroperitoneal+omental+perirrenal. A analise morfologica
do tecido adiposo subcutaneo inguinal foi realizada em cortes histoldgicos corados em HE, e a
area de adipdcitos analisada com apoio do software ImageJ. Os musculos s6leo, gastrocnémio,
tibial anterior, EDL e quadriceps foram excisados e pesados. Amostras sanguineas (8mL) foram
coletas para a determinacao da concentragdo sérica de citocinas € hormdnios, bem como dos
parametros bioquimicos por meio de kits comerciais. Os parametros clinicos foram obtidos por
meio dos indices HOMA2-IR, HOMA-CFp e QUICKI. Os dados foram submetidos a analise
de varidncia (ANOVA-One-way) ou Kruskal Wallis e, quando diferencas foram observadas,
utilizou-se post hoc de Tukey ou Dunn’s, respectivamente. As analises estatisticas foram
realizadas em software (SPSS® 21), e os resultados foram expressos como média+DP (p<0,05).
RESULTADOS: MC foi maior no HC/HLI1 se comparado a HC/HL2, sendo ambos maiores
que C (p<0,001). IA foi maior em HC/HL1 do que em HC/HL2 (p=0,02), sem diferenca para
C. No que se refere a IH, nao houve diferenca entre HC/HL1 e HC/HL2, mas ambos foram
maiores que C (p=0,02). A EE (p<0,001) e o IAV (p<0,001) foram maiores em HC/HL1 e
HC/HL2 quando comparados ao C. O IL foi maior em HC/HL1 comparado ao C (p=0,02), e
sem diferenga comparado a HC/HL2. A massa relativa do figado foi maior em HC/HLI e
HC/HL2 comparados ao C (p<0,001). As massas relativas do coracao (p=0,003) e dos rins
(p=0,016) foram menores em HC/HL1 comparado aos demais grupos. A massa relativa dos
musculos séleo (p=0,01), gastrocnémio (p<0,001), tibial anterior (p<0,001), EDL (p<0,001) e
quadriceps (p<0,001) foram menores em HC/HL1 e HC/HL2 comparados ao C. As massas
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relativas dos tecidos adiposos retroperitoneal (p<0,001), perirrenal (p<0,001), omental
(p=0,004), epididimal (p=0,002) e subcutanea inguinal (p<0,001) foram maiores em HC/HL1
e HC/HL2 comparados ao C. A area dos adipocitos foi maior em HC/HL1 (3828,0+1047,0)
comparado a C (1516,0+591,8) e HC/HL2 (2644,0+552,1) (p<0,0001), e HC/HL2 foi maior do
que C. Os niveis séricos de triglicerideos, VLDL-c ¢ HDL-c foram maiores em HC/HLI1 e
HC/HL2 comparados ao C (p<0,001); HC/HL1 apresentou maiores valores (p=0,007) de
colesterol se comparado aos demais grupos. O colesterol ndao HDL foi menor em HC/HLI1 e
HC/HL2 comparado ao C (p=0,004). HC/HL1 apresentou maior concentracdo de leptina
(2563,0+£1444 pg/mL, p=0,001) e insulina (950,0+346,0 pg/mL (p=0,001) se comparado a C
(leptina=337,4+168,9 pg/mL e insulina=535,6+277,2 pgmlL) e a HC/HL2
(Ieptina=1263,0+937,6 pg/mL e insulina=332,0+264,5 pg/mL). O grupo HC/HL1 nao
apresentou diferenca no HOMA2-IR (4,5+1,9) e HOMA-CF; (121,1+39,6) quando comparado
ao grupo C (2,7£1,9; 89,3+53,1), porém, em ambos foram obtidos valores mais elevados
quando comparados ao HC/HL2 (HOMAZ2-IR 1,8+1,1, p=0,018) e (HOMA-CFp=36,4+244,
p=0,0007). QUICKI foi maior em HC/HL2 (0,35+0,08, p=0,011) comparado ao HC/HL1
(0,28+0,02), no entanto, ambos ndo se mostraram diferentes em relacao ao C (0,30+0,03).
CONCLUSAO: Dieta HC/HLI adicionada & solugio com frutose 10% promoveu
caracteristicas similares a obesidade humana, uma vez que os animais apresentaram aumento
do Indice de Lee, hiperadiposidade subcutanea e visceral, hiperleptinemia, hiperinsulinemia e
sinais clinicos de sensibilidade a insulina (sem prejuizo as células-f). Embora ndo tenham
apresentado alteragdo no Indice de Lee, os animais pertencentes a HC/HL2 denotaram menor
hiperadiposidade subcutanea e visceral, e sinais clinicos de prejuizo a funcdo das células-f.
Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo permitem concluir que dieta contendo
45% de lipideos associada a solugdo de frutose 10% foi eficiente em induzir um modelo de
obesidade com caracteristicas semelhantes a obesidade humana.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta hipercalorica/hiperlipidica. Insulina. Leptina. Frutose.

Abstract

INTRODUCTION: Hypercaloric and hyperlipidic diets (HC/HL), added with highly palatable
sugary beverages, are used to induce experimental obesity, simulating their close association
with increased obesity worldwide. However, the results in the literature are quite contradictory
and difficult to compare, especially due to the different levels of saturated lipids, which vary
from 45 to 60% of the total caloric value. OBJECTIVE: To establish a model of obesity, with
causes and characteristics similar to human obesity, by means of HC/HL diet added to a solution
of fructose introduced in the early stages of life. METHODS: Twenty-seven male Wistar rats
(21 days of age, 43+2g) were divided into 3 groups (n=9/group): Control (C): received diet
AINO93/G + water; hypercaloric/hyperlipidic containing 45% lipids + 10% fructose solution
(HC/HL1); hypercaloric/hyperlipidic containing 60% lipids + 10% fructose solution (HC/HL2).
Diets were given for 70 uninterrupted days. Body mass (MC) and food (FI) and water intake
(WI) were determined 3x /wk. At the end of the experiment, the animals were anesthetized by
inhalation with excess CO2, weighed and measured in terms of body length (naso-anal) and
euthanized by means of exsanguination through a guillotine-specific decapitation for this
purpose. Confirmation of obesity was performed through energy efficiency (EE), Lee's index
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(IL) and adiposity index (AI) calculated by the sum of adipose tissue: epididimal +
retroperitoneal + omental + perirenal. Morphological analysis of subcutaneous inguinal adipose
tissue was performed in histological sections stained in HE, and the area of adipocytes analyzed
with the support of Imagel software. The soleus, gastrocnemius, tibialis anterior, EDL and
quadriceps muscles were excised and weighed. Blood samples (8mL) were collected for the
determination of the serum concentration of cytokines and hormones, as well as biochemical
parameters through commercial kits. Clinical parameters were obtained using the HOMA2-IR,
HOMA-CFp and QUICKI indices. Data were submitted to analysis of variance (ANOV A-One-
way) or Kruskal Wallis and, when differences were observed, post-hoc of Tukey or Dunn's,
respectively. Statistical analyzes were performed in software (SPSS® 21), and the results were
expressed as mean £ SD (p <0.05). RESULTS: MC was higher in HC/HL1 when compared to
HC/HL2, both higher than C (p<0.001). FI was higher in HC/HL1 than in HC/HL2 (p=0.02),
with no difference in C. Regarding WI, there was no difference between HC/HL1 and HC/HL2,
but both were greater than C (p=0.02). EE (p<0.001) and AI (p<0.001) were higher in HC/HL1
and HC/HL2 when compared to C. IL was higher in HC/HL1 compared to C (p=0.02), and
without difference compared to HC/HL2. The relative liver mass was higher in HC/HL1 and
HC/HL2 compared to C (p<0.001). The relative masses of the heart (p=0.003) and the kidneys
(p=0.016) were lower in HC/HL1 compared to the other groups. The relative mass of the soleus
(p=0.01), gastrocnemius (p <0.001), anterior tibial (p<0.001), EDL (p<0.001) and quadriceps
(p<0.001) muscles were lower in HC/HL1 and HC/HL2 compared to C. The relative masses of
the retroperitoneal (p<0.001), perirenal (p<0.001), omental (p=0.004), epididimal (p=0.002)
and subcutaneous inguinal (p<0.001) adipose tissues were higher in HC/HL1 and HC/HL2
compared to C. The area of adipocytes was higher in HC/HL1 (3828.0+£1047.0) compared to C
(1516.0£591.8) and HC/HL2 (2644.0+£552.1 (p<0.001), and HC/HL2 was higher than C. Serum
triglyceride levels, VLDL-c and HDL-c were higher in HC / HL1 and HC/HL2 compared to C
(p<0.001) ; HC/HLI presented higher values (p=0.007) of cholesterol when compared to the
other groups. Non-HDL cholesterol was lower in HC/HL1 and HC/HL2 compared to C
(p=0.004). HC/HLI had a higher concentration of leptin (2563.0+1444 pg/mL, p=0.001) and
insulin (950.0+346.0 pg/mL (p=0.001) compared to C (leptin=337.4+168.9 pg/mL and
insulin=535.6£277.2 pg/mL) and HC/HL2 (leptin=1263.0£937.6 pg/mL and
insulin=332.0+264.5 pg/mL. HC/HL1 group showed no difference in HOMA2-IR (4.5+1.9)
and HOMA-B (121.1+39.6) when compared to group C (2,7£1,9; 89,3+53,1), however, showed
higher values when compared to HC/HL2 (HOMA2-IR 1.8+1.1, p=0.018) and (HOMA-
CFB=36.4+24.4, p=0, 0007). QUICKI was higher in HC/HL2 (0.35+0.08, p=0.011) compared
to HC/HL1 (0.2840.02), however, both were not different in relation to C (0.30+0.03).
CONCLUSION: HC/HL1 diet added to the solution with 10% fructose promoted similar
characteristics to human obesity, since the animals presented increase of the Lee Index,
subcutaneous and visceral hyperadiposity, hyperleptinemia, hyperinsulinemia and clinical signs
of insulin sensitivity to -cells). Although there was no change in the Lee Index, the animals
belonging to HC/HL2 showed lower subcutaneous and visceral hyperadiposity, and clinical
signs of impaired B-cell function. Taken together, the results of the present study allow us to
conclude that a diet containing 45% lipids associated with 10% fructose solution was efficient
in inducing an obesity model with characteristics similar to human obesity.

Keywords: Obesity. Hypercaloric / hyperlipidic diet. Insulin. Leptin. Fructose.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma patologia de ocorréncia pandémica 7%, tendo seu desenvolvimento
derivado de multiplas etiologias % >!l. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude, cerca
de 38 milhdes de pessoas vao a Obito anualmente em razdo de doencas cronicas nao-
transmissiveis, dentre as quais, grande parte delas estd associada a obesidade, incluindo doengas
cardiovasculares °2! e componentes da sindrome metabélica (SM), tais como dislipidemia,
hipercolesterolemia, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 8], além de lesdo renal !,
doengas respiratorias e cancer [>3. Portanto, nota-se que a obesidade representa um dos maiores
desafios para a saude publica em todo o mundo e, sobretudo, possui papel importante na redugao
na expectativa de vida per se em decorréncia de suas comorbidades [3%51-34],

Embora inevitavelmente haja participagdo genética quanto ao desenvolvimento da
obesidade, a maior parcela de responsabilidade est4 associada ao estilo de vida 51, A ingestdo
excessiva de alimentos e bebidas altamente energéticos, ricos em gordura saturada e
carboidratos de alto indice glicémico, associada a falta de atividade fisica voluntaria

» [47, 361 Dessa forma, a

caracterizam, atualmente, o denominado ambiente “obesogénico
despeito da origem da obesidade, um desequilibrio positivo sustentado entre a quantidade de
energia consumida e energia dispendida durante o dia ¢ um fator determinante para o acimulo
excessivo de gordura corporal (hiperadiposidade) 7581,

Por outro lado, o aumento da sintese bem como do armazenamento de triacilglicerois
nos adipécitos, denotado pela aumento do tamanho (hipertrofia) e nimero (hiperplasia) dos
mesmos P71 assim como de doencas associadas a obesidade, frequentemente ocorrem de
forma concomitante as alteragdes nas secrecoes de hormdnios, como insulina e glucagon, e de
adipocinas, tais como leptina, adiponectina, TNF-o e IL6 [2]. O tecido adiposo, ao secretar essas
substancias na corrente sanguinea, adquire papel importante tanto na atividade metabdlica
quanto na regulacdo do gasto energético, pois atua de forma local (a¢do autdcrina, i.e., sobre o
proprio tecido adiposo) e sistémica (agdo paracrina) sobre diversos tecidos alvo, incluindo o
musculo estriado esquelético e o sistema nervoso central (SNC) [63,

A utilizagdo de modelo animal, especialmente roedores, tem sido amplamente adotada
a fim de mimetizar um ambiente obesogénico o qual tenha sucesso em reproduzir o atual

panorama observado em seres humanos. Razdes importantes, como o baixo custo de

manutengdo, facilidade de manipulagdo e reproducdo em curto tempo, além da importante
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proximidade filogenética com o ser humano, justificam os estudos com animais ['* 1), Embora
existam importantes técnicas de manipulagdo genética empregadas em roedores para o estudo
da obesidade, tais como cepas knock-out/knock-in, normalmente utilizadas para testar a
funcionalidade de genes associados a obesidade %, a reproducdo de um ambiente de caracter
semelhante a0 do humano, porém, garantindo que as varidveis possam ser cuidadosamente
controladas e acompanhadas e, além disso, que reproduzam o fendtipo metabdlico propicio ao
desenvolvimento da obesidade, ainda ¢ um desafio para a comunidade cientifica.

Para tanto, uma gama variada de dietas hipercaldricas e hiperlipidicas altamente
palataveis tém sido utilizadas com tal finalidade [°* 547" Algumas caracteristicas sdo esperadas
por modelos de obesidade induzidos por dieta, tais como a hiperfagia, redu¢do das taxas
metabolica, acimulo de gordura corporal, inflamacdo sistémica de baixo grau com elevacao
dos niveis de citocinas inflamatérias, como por exemplo, TNF-a e IL6, aumento da lipdlise e
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio "', além de menor atividade nervosa
simpética % 4661 Embora a elevada ingestdo de gorduras saturadas desempenhe um papel
importante no desenvolvimento da obesidade [°> %] alguns modelos ainda respondem de forma
heterogénea aos estimulos fornecidos [/,

Na expectativa de validar um modelo de obesidade de baixo custo, de facil
reprodutibilidade e, ainda, com caracteristicas semelhantes as do ser humano com o intuito de
ser utilizado em proposicdes terap€uticas futuras, White et al. (2013) avaliaram, durante 10
semanas, ratos da linhagem Swiss, machos, saudaveis e recém desmamados (idade entre 21 e
23 dias), os quais foram alimentados com dieta padrdo normolipidica (DP) ou dieta (DH)
contendo 57,6% de lipidios (hiperlipidica). Os principais resultados deste estudo mostraram que
os animais alimentados com DH apresentaram maiores valores de massa corporal, de acimulo
de gordura corporal e de indice de adiposidade, mesmo com os animais alimentados com DP
tendo apresentado menores ingestdes alimentar e hidrica. Além disso, a glicemia foi maior nos
animais DH, o que favoreceu o desenvolvimento de resisténcia a insulina e de intolerancia a
glicose (661,

A heterogeneidade observada nos diferentes modelos de indugao a obesidade por dieta
justifica o grande numero de trabalhos realizados, os quais visam compreender melhor os
aspectos que envolvem a obesidade e a SM. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo

estabelecer um modelo de obesidade com causas e caracteristicas similares a obesidade humana
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por meio da administragdo de dietas hipercaldricas e hiperlipidicas adicionadas de solugdo de

frutose em fases precoces da vida de ratos eutréficos.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) postulado pelo
Instituto Nacional de Saude dos EUA (U.S. National Institute of Health) e conforme
determinado pelas resolugdes brasileiras especificas em relagao a bioética em experimento com
animais (Lei n°. 11.794, de 8 de outubro de 2008 sob o Decreto n°. 6.899 de 15 e julho de
2009). O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus Cuiaba (Protocolo n°.
23108.169089/2016-09).

Desenho experimental

Foram utilizados 27 ratos albinos machos (Rattus Novergicus), da linhagem Wistar, logo
ap6s o desmame, com 21+1 dias de idade, massa corporal inicial de 43+2 g, procedentes do
Biotério Central da UFMT. A duracdo do experimento foi de 70 dias ininterruptos, onde os
animais foram separados aleatoriamente em 3 grupos (n=9/grupo), conforme a dieta e
hidratagdo ofertada: grupo alimentado com dieta controle e 4gua (C); grupo alimentado com
dieta hipercalorica/hiperlipica contendo 45% de gordura saturada e hidratacao incluindo 10%
de frutose (HC/HL1); e grupo alimentado com dieta hipercalorica/hiperlipica contendo 60% de
gordura saturada e hidratacao incluindo 10% de frutose (HC/HL2). Durante todo o experimento,
os animais tiveram acesso livre a alimentagdo e a hidratagdo, permaneceram em gaiolas
coletivas com 5 e 4 ratos/gaiola por grupo e foram mantidos sob condi¢des ambientais
controladas no que se refere a temperatura (23+1°C), a umidade relativa do ar (45% a 55%) e
ao fotoperiodo, com ciclo claro/escuro de 12/12h. A massa corporal (MC) e as ingestdes
alimentar (IA) e hidrica (IH) foram mensurados 3 vezes por semana, sempre em horarios fixos

(12:00 h), durante todo o experimento, por meio de balanca digital (Denver Instruments® -
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modelo P8001 com graduacao de 0,1g). A IH foi verificada com auxilio de uma proveta de

polipropileno com graduacdo minima de 5 mL e capacidade total de 1000 mL.

Preparacao e composi¢cao da dieta

A preparagdo das dietas foi realizada por empresa especializada no ramo de ragdo para
animais de experimentacio (PRAGSOLUCOES® biociéncias) e ofertadas na forma de pellets
a fim de respeitar as caracteristicas de roedores dos animais. A dieta controle foi elaborada de
acordo com recomendagdo pelo American Institute of Nutrition (AIN93G) para ratos em
crescimento, totalizando um valor de 3,86 kcal/g. As dietas HC/HL1 e HC/HL2 tiveram como
base a AIN93G adicionada, em diferentes propor¢des, de gordura saturada (banha) conforme
se segue: dieta HC/HL1 recebeu 45% de banha de porco do valor energético total, totalizando
4,71 kcal/g e, a dieta HC/HL2 recebeu 60% de banha de porco valor energético total totalizando
5,27 kcal/g (tabela 1).

Tabela 1 Composi¢do das dietas purificadas ofertadas ao grupo controle e aos grupos
hipercaldrica/hiperlipidica.

Controle HC/HL1 HC/HL2
Componentes da dieta
gkg! Kkecalkg! gkg! Kkecalkg! g.kg! kcal.kg!
Teor proteico (caseina > 85%) 200,0'  680,0 200,0>° 680,0 200,0> 680,0
Amido de milho 3959!  1583,6 225,92 903,6 113,52 4540
Dextrina 132,0'  528,0 132,0' 528,0 132,0' 528,0
Sacarose 100,0'  400,0 100,0'  400,0 100,0' 400,0
Oleo de soja 70,0! 630,0 40,0? 360,0 40,0 360,0
Gordura de porco (saturada) - - 200,0° 1800,0 312,5 2812,5
Fibras 50,0! - 50,0! - 50,0! -
Mistura mineral (AIN — 93G-MX) 35,0° 7,73 35,0° 7,73 35,00 7,73
Mistura vitaminica (AIN-93-VX) 10,0* 9,74 10,0* 9,74 10,0* 9,74
L-metionina 1,6° 6,40 1,6° 6,40 1,6° 6,40
L-cistina 3,04 12,0 3,0! 12,0 3,0 12,0
Birtartarato de colina 2,5! - 2,5! - 2,5! -
TBHQ 0,001! - 0,004! - 0,007! -
Total 1000,0 3857,5 1000.0 4707,5 1000,0 5270,4

Grupos controle (C), hipercalorica/hiperlipidical (HC/HL1); hipercalodrica/hiperlipidica2 (HC/HL?2).
! Purified Rodent Diet AIN-93G [73]; 3 Mix de mistura mineral AIN-93-MX [73]; 4 Mix de mistura vitaminica AIN-
93-VX [31: 5 Correcdo de AA essenciais (metionina) ["4l. Antioxidante Tert-butil-hidroquinona (TBHQ).
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Eutanasia e coleta sanguinea

Apos jejum alimentar de 12 h, com manutengdo da hidratacdo (somente agua), os
animais foram previamente aclimatizados em ambiente tranquilo, com incidéncia luminosa
reduzida, a fim de minimizar o estresse; feito isso, os mesmos foram anestesiados por inalagao
com excesso de COa, pesados e medidos quanto ao comprimento corporal (naso-anal)’”>! e
eutanasiados por meio de exsanguinacao via decapitacao em guilhotina especifica para esse fim
(Insight, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O sangue coletado foi mantido por 10 minutos em
temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugado a 3.000 rpm, durante 10 minutos, para
obtencdo do soro. As amostras de soro foram aliquotadas em volumes adequados em
microtubos de polipropileno (Eppendorf®) e preservadas pelo armazenamento a temperatura de
-86°C (Ultra Freezer da marca COLDLAB; modelo CL58086V) a fim de evitar
descongelamentos repetidos e degradagdo dos analitos em futuras analises. Imediatamente ap6s
a eutanasia e coleta sanguinea, os diferentes tecidos adiposos intra-abdominais (viscerais) e
subcutaneo (inguinal), musculares de membro inferior (s6leo, gastrocnémio, tibial anterior,
extensor longo dos dedos, quadriceps) e os 6rgdos figado, coracdo e rins foram completamente
excisados, pesados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido, com subsequente

transferéncia para o Ultra Freezer a temperatura de -86°C para anélises futuras.

Caracterizacao da obesidade

A caracterizagdo da obesidade foi definido por meio das medidas de MC (g) e
complementadas pelo indice de Lee (LEE index), calculado da seguinte forma: [Index Lee =
3\AMC (g)/CNA (cm) x1000]; MC=massa corporal; CNA=comprimento naso-anal; e indice de
adiposidade visceral (IAV) post-mortem utilizando a formula: IAV=[Tecido adiposo visceral
(TAV)/MC] x 100. O TAV (g) foi medido pela soma dos seguintes constituintes do tecido
adiposo: epididimal + retroperitoneal + omental + perirrenal (denota o estoque de gordura
corporal total) 7 A ingestio energética total (kcal/dia) foi obtida por meio da formula:
Ingestao alimentar média (IA) x Energia dietética metabolizével (adotado valores de 4 kcal para
carboidratos e proteina e 9 kcal para lipidios). A partir dos dados supracitados, foi calculada a

eficiéncia energética (EE) considerando a razdo do ganho de peso (g) pela ingestao energética
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(kcal) x 100 77,

Preparacao para analise histoldgica e area do adiposo subcutineo inguinal

Uma pequena por¢ao do tecido adiposo subcutaneo inguinal de cada animal foi fixada
em solucdo tamponada de paraformaldeido (4%) por 24h; feito isso, a mesma foi submetida ao
processamento histolégico (desidratagdo, diafanizagdo, impregnagdo e inclusao em parafina)
para andlises morfoldgica e da celuridade (area dos adipdcitos). Os cortes histologicos foram
realizados com auxilio de aparelho criostato (Carl Zeiss modelo HYRAX modelo C 25 UV)
com espessura de 4 pm e corados com hematoxilina e eosina (H/E) [78],

As fotomicrografias em lente objetiva de 10x foram obtidas por meio de camera
monocromatica AxioCAM MrC acoplada a microscopio Carl ZEISS Axio ScopeAl. Um total
de 10 imagens representativas de cada grupo foram utilizadas para quantificagdo individual da
area dos adipocitos e, para determinagao da area dos adipécitos, foi adotado protocolo de analise

de imagem semi-automatizado utilizando software de acesso livre ImageJ (link para download:

www.imagej.net/Downloads) ..

Analises clinicas e bioquimicas

As determinagdes bioquimicas e hormonais foram realizadas a partir das amostras de
soro. Os niveis hormonais de insulina e leptina (pg/mL) e das citocinas TNF-a e IL6 (pg/mL)
foram determinados por luminescéncia (Luminex 200™) pelo método xMap - Multiple Analyte
Profiling, por meio de kits comerciais (Millipore®) especificos para ratos (St Charles-Missouri-
USA). A adiponectina (ng/mL) foi determinada pelo método de imunoadsor¢do enzimadtica
(ELISA) utilizando kits comerciais Millipore® (St Charles-Missouri- USA).

As concentragdes de glicemia, triacilglicerol (TG), colesterol total (CT) e fragdes HDL-
¢, LDL-c e VLDL-c e ureia foram determinadas utilizando reagentes comerciais padronizados
(Bioclin® Quibasa Quimica Ltda. — Belo Horizonte/MG), com auxilio de aparelho
espectrofotométrico (Modelo UV-mini 1240 da marca SHIMATZU) ou leitor de microplacas
para teste de Elisa (Modelo EspectraMax® 190 UV-Vis da marca Molecular Devises).

As analises clinicas foram investigadas por meio da avaliagdo de risco e predi¢ao para
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o desenvolvimento de doengas associadas a obesidade, e foram realizadas por determinagao da
resisténcia a insulina (RI) e da capacidade de funcional das células beta (CF-B) utilizando
técnicas de medidas estéticas relativas aos constituintes plasmaticos insulinemia de jejum e
glicemia de jejum, representadas pelos indices Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMAZ2-IR), Homeostatic Model Assessment of p-cell function (HOMA-CFp) e
Quantitative Insulin-Sensitivy Check Index (QUICKI). A RI foi avaliada pelo indice HOMA2-
IR, obtido por meio do programa HOMA calculator versao 2.2.3. (http://www.dtu.oxac.uk/

acessado em marco de 2018), o indice QUICKI por meio da equagdo (QUICKI=1/Log insulina
jejum (uU.L) + Glicemia de jejum (mg/dL))®", e a CF-p foi determinada por meio da equago
([HOMA-CFB=20 x insulina (pU.L)/Glicose (mmol.L) — 3,5])8.

Analise Estatistica

Os dados que atenderam a prerrogativa de normalidade foram analisados pelo teste de
analise de variancia (ANOVA one-way), ou Kruskal Wallis, realizados por Statistical Analysis
Software Package (SPSS® versio 22). As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas para p<0,05 e, quando observadas, utilizou-se post hoc de Tukey ou Dunn’s,
respectivamente. Resultados foram expressos como média+Desvio Padrao (DP). O tamanho da
amostra (4 Priori test) e tamanho do efeito (Effect Size) foram determinados com auxilio do
pacote Gpower versao 3. As classificagdes respeitaram a convengdo da seguinte forma: f=0,10

Pequena (S) = 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande (L).

RESULTADOS

Massa corporal Inicial e final, Ganho de Massa Corporal e Indice de Lee

Os resultados referentes 3 MC inicial e final, ganho de MC e Indice de Lee estio
descritos na tabela 2. A MC inicial ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (p=
0,999). MC final (p<0,001) e ganho de MC (p<0,001) foram significativamente maiores em
HC/HL1 em relagcio a HC/HL2, sendo ambos maiores que o C. IA em HC/HLI1 foi
estatisticamente maior que HC/HL2 (p=0,024), e ndo houve diferenca entre HC/HL1 e HC/HL2
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quando comparados ao C. Nao houve diferenca na IH entre HC/HL1 e HC/HL2, sendo ambos
significativamente maiores que C (p=0,02). A ingestdo caldrica ndo apresentou diferenca entre
os grupos (p=0,129). A EE foi maior em HC/HL1 e HC/HL2 se comparados ao C (p<0,001). O
Indice de Lee foi estatisticamente maior em HC/HL1 se comparado ao C (p=0,02), entretanto,

nao houve diferenga quando ambos foram comparados ao HC/HL2.

Tabela 2 Massa corporal inicial e final, ganho de massa corporal, ingestdes alimentar, hidrica e
caldrica, eficiéncia energética e indice de Lee de ratos alimentados com dieta controle e dietas
hipercalérica/hiperlipidica.

Parimetros Grupos p- Effect-
C HC/HL1 HC/HL2 valor Size

?g‘ssa corporal inicial = 44 ¢ 44,5494 446195 0999 025
?g;ssa corporal final 4105 5330 46204549 401044295 <0001  9.16
Ganho de massa 271,7+453%  417,5448.8"  356,6£37.5° <0,001 11,95
corporal (g)
< (&)
Ingestdo alimentar o, 5 gy sab  9g7745801  222.9446,0° 0024 1,87
(g/sem)
Ingestio hidrica 1933+51,6°  3743+161,6° 373,1£209,0° 0,020 1,11
(mL/sem)
Ingestao calorica 1146,6+318,1 1353342737 1174742423 0,129 240
(kcal/sem)
](:j,f:)‘“en‘”a energetica 5 39,0371 3084034  3,04£030° <0001  8.15
Indice Lee 315,648,9°  331,5+10,5° 322,6+12.8% 0,02 3.2

Grupos controle (C, n=9), hipercalérica/hiperlipidical (HC/HL1, n=9); hipercaldrica/hiperlipidica2 (HC/HL2,
n=9). Dados submetidos a analise de variancia (Anova one-way) ou *Kruskal Wallis, e quando diferengas foram
encontradas foi aplicado o post hoc de Tukey HSD ou *Dunn’s, apresentado por letras sobrescritas 2*°; nivel de
significancia de p<0,05. Valores expressos em Média+DP. Escala do tamanho do efeito (Effect Size — teste f)
classificada conforme convengdo: f= 0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande (G).

A evolucao no ganho de MC (time-course) esta apresentada na figura 1. Nao houve
diferenca na MC entre os grupos até o final da segunda semana do estudo. A partir da terceira
semana, o grupo HC/HL1 apresentou MC significativamente maior que HC/HL2,
permanecendo até o final do estudo. A partir da sexta semana, HC/HL1 apresentou MC maior
que o C, ndo havendo diferenga em relacdo ao HC/HL2 até¢ a nona semana do estudo. Ainda, O
grupo HC/HL2 apresentou MC significativamente maior que o C somente a partir da nona

semana, permanecendo assim até o final do estudo.
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Figura 2 Ganho de massa corporal (time-course). Grupos controle (C), hipercalorica/hiperlipidical (HC/HL1);
hipercalorica/hiperlipidica2 (HC/HL2). Dados avaliados por analise de varidncia (Anova two-way), e quando
diferencas foram encontradas aplicou-se Post hoc de Tukey HSD, apresentado por letras sobrescritas: * para
diferencas entre C vs. HC/HL1; ® para diferengas entre C vs. HC/HL2; ¢ para diferengas entre HC/HL1 vs. HC/HL2.
Valores expressos em Média+DP e significancia de p<0,05.

Massa Relativa dos Tecidos

Os dados referentes a massa relativa dos 6rgaos, musculos e tecidos adiposos estdo
apresentados na tabela 3. O figado foi significativamente maior em HC/HL2 e HC/HL1 se
comparados ao C (p<0,001). HC/HL1 apresentou massa relativa do coracao significativamente
menor que C e HC/HL2 (p=0,0036. De forma semelhante, a massa relativa dos rins foi
significativamente menor em HC/HL1 quando comparado a C e HC/HL2 (p= 0,016). Nao
houve diferenca significativa na massa relativa do coragao e dos rins entre HC/HL2 e C.

Soéleo (p=0,01) e gastrocnémio (p<0,001) apresentaram massa relativa estatisticamente
menor em HC/HL2 e HC/HLI1 se comparados ao C. Tibial anterior foi menor em HC/HLI
comparado a C e HC/HL2, e HC/HL2 menor que C (p< 0,001). Nao houve diferenga no EDL
entre HC/HL2 e HC/HLI1, sendo ambos menores que o C (p<0,001). Quadriceps foi
significativamente menor em HC/HL1 quando comparado ao C e ao HC/HL2, sendo HC/HL2
menor que o C (p<0,001).

A massa relativa das gorduras retroperitoneal (p<0,001) e omental (p=0,004) foram
estatisticamente maiores em HC/HL1 e HC/HL2 se comparados ao C. Perirrenal foi
significativamente maior em HC/HL1 quando comparado a C e HC/HL2, sendo HC/HL2 maior
que C (p<0,001). Epididimal foi maior em HC/HL1 comparado ao C (p=0,002), sendo ambos
semelhantes a0 HC/HL2. O Indice de adiposidade visceral (p<0,001) e a gordura subcutinea
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inguinal (p<0,001) foram estatisticamente maiores em HC/HL1 e HC/HL2 (ndo havendo

diferenga entre ambos) se comparados ao C.

Tabela 3 Massa relativa (%) dos 6rgaos, musculos e tecidos adiposos de ratos alimentados com
dieta controle e dietas hipercaldrica/hiperlipidica.

o Grupos

Massa dos 6rgaos (%) C HC/HLL HC/HL2 p-valor ES
Figado 2,4+0,2° 2,8+0,2° 2,9+0,2° <0,001 3,73
Coragao 0,39+0,02° 0,34+0,03° 0,37+0,02*  0,0036 2,05
Rins 0,71+0,08? 0,62+0,05° 0,67+0,05*  0,0160 3,68
Massa dos musculos (%) C HC/HL1 HC/HL2 p-valor ES
Soleos 0,11+0,01*  0,10+0,01>  0,10£0,01> 0,01 23
Gastrocnémio 1,32+0,07° 1,09+0,09° 1,17£0,08®  <0,001 13,6
Tibial anterior 0,40+0,03? 0,32+0,03° 0,36+0,03¢  <0,001 16,3
EDL 0,09+0,012 0,06+0,01° 0,06+£0,01*  <0,001 14,1
Quadriceps 1,87+0,16% 1,51+0,10° 1,66+£0,06° <0,001 2,8
Massa das gorduras (%) C HC/HLI HC/HL2 p-valor ES
Retroperitoneal 0,70+0,40? 1,87+0,41° 1,65+0,37° <0,001 25,4
Perirrenal 0,17+0,08? 0,57+0,21° 0,37+0,05¢  <0,001 2,0
Omental 0,07+0,03? 0,13+0,04° 0,11+0,03" 0,004 2,5
Epididimal 1,00+0,42° 1,82+0,46° 1,47£0,46®° 0,002 16,8
Indice de adiposidade 1,93+0,90? 4,40+0,92° 3,60+0,83°  <0,001 20,6
Subcutinea inguinal 0,54+0,19? 1,26£0,37°  1,02+0,17° <0,001 2.7

Grupos controle (C, n=9), hipercalérica/hiperlipidical (HC/HL1, n=9); hipercaldrica/hiperlipidica2 (HC/HL2,
n=9). Dados avaliados por analise de variancia (Anova one-way) e quando diferencas foram encontradas aplicou-
se Post hoc de Tukey HSD, apresentado por letras sobrescritas 2°¢; Valores expressos em MédiatDP e nivel de
significancia de p<0,05. Escala do tamanho do efeito (Effect Size — teste f) classificada conforme convengdo: f=

0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande (G).

Histologia e Area do Tecido Adiposo Subcutineo Inguinal

A andlise histologica do tecido adiposo subcutdneo inguinal denotou diferenca no

tamanho dos adipocitos entre os grupos (figura 2). A area dos adipdcitos do grupo HC/HL1

(3828,0+1047,0) foi

significativamente maior quando comparado aos

(1516,0+£591,8) e HC/HL2 (2644,0+552,1) (p<0,0001), sendo HC/HL2 maior que C.

grupos C
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Figura 3 Fotomicrografia com coloragdo HE (Barra = 50 um, objetiva 10x) do tecido adiposo subcutineo
inguinal dos Grupos controle (C), hipercaldrica/hiperlipidical (HC/HL1); hipercalodrica/hiperlipidica2
(HC/HL2). A area dos adipocitos foi avaliada por analise de varidncia (Anova one-way) e quando diferencas
foram encontradas aplicou-se o teste Post hoc de Tukey HSD, apresentado por letras sobrescritas *°; Valores
expressos em Média+DP e nivel de significancia de p<0,05. Escala do tamanho do efeito (Effect Size — teste f)
classificada conforme convengdo: f= 0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande (G).

Parametros bioquimicos

A tabela 4 apresenta os dados referentes ao perfil bioquimico (mg/dL). A glicemia ndo
diferiu estatisticamente entre os grupos (p=0,41). Nao houve diferenca estatistica na
concentragdo de TG entre HC/HL1 e HC/HL2, no entanto ambos foram maiores que C
(p<0,001). O CT foi significativamente maior em HC/HL1 se comparado a C e HC/HL2. HDL-
¢ ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p=0,65). LDL-c foi menor em HC/HL1
e HC/HL2 se quando comparados ao C (p=0,05). VLDL-c foi estatisticamente maior em
HC/HL1 e HC/HL2 quando comparados ao C (p<0,001). O colesterol ndo HDL foi
significativamente menor em HC/HL2 e HC/HL1 se comparados ao C (p=0,004). A ureia ndo

apresentou diferenca entre os grupos (p=0,36).
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Tabela 4 Perfil bioquimico de ratos alimentados com dieta controle e dietas
hipercalérica/hiperlipidica.

Perfil bioquimico Grupos .
(mg/dL) C HC/HLI pCmLy | Prvalor Effect-Size

Glicemia 141+18 160+28 154435 0,41 0,87
Triacilglicerol 45+102 62+11° 73+10° <0,001 16,3
Colesterol Total 108212 132+14° 107£152 0,007 3,27
HDL-c 43+17° 90+13° 65+17¢ <0,001 7,04
LDL-c 56+10 34420 38+13 0,05 1,67
VLDL-c 9,0+0,7° 12,3+2,2° 14,5+2,1° <0,001 17,01
Colesterol ndo HDL  68,6+19,7*°  42,3+15,0° 41,9+11,1° 0,004 2,85
Ureia 102,5+2,4 102,2+3,9 100,3+3,6 0,36 1,25

Grupos controle (C, n=8), hipercalérica/hiperlipidical (HC/HL1, n=9); hipercaldrica/hiperlipidica2 (HC/HL2,
n=9). Dados avaliados por analise de varidncia (Anova one-way) e quando diferencas foram encontradas aplicou-
se Post hoc de Tukey HSD, apresentado por letras sobrescritas 2°¢; Valores expressos em Média+DP e nivel de
significancia de p<0,05. Escala do tamanho do efeito (Effect Size — teste f) classificada conforme convengdo: f=
0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande (G).

Parametros hormonais

Conforme apresentado na figura 2A, a concentracdo de insulina (pg/mL) foi
estatisticamente maior em HC/HL1 (950,0+346,0) se comparado ao C (535,6+277,2) e ao
HC/HL2 (332,0+£264,5) (p=0,001). Glucagon (pg/mL) apresentou concentracdao
significativamente menor em HC/HL2 (34,4+11,7) quando comparado ao C (73,2+46,2)
(p=0,047), ndo havendo diferenca quando ambos foram comparados ao HC/HL1 (50,9£26,0)
(figura 2B). Nao houve diferenga estatistica no que se refere a concentracdo de adiponectina
(ng/mL) entre os grupos (p=0,31) (figura 2C). A figura 2D demonstra que HC/HL1 apresentou
concentragdes significativamente maiores de leptina (pg/mL) se comparado a C e HC/HL2
(337,4£168,9; 1263,0£937,6, respectivamente) (p=0,001). Nao houve diferenca nas
concentragdes de TNF-a (pg/mL) entre HC/HL1 (6,8+2,5) e HC/HL2 (7,2+1,6), sendo ambos
estatisticamente menores que C (11,5+4,2) (p=0,004) (figura 2E). Nao houve diferenca nas
concentracgoes de IL-6 entre HC/HL1 e HC/HL2 (337,54+293,8; 267,3+£230,5, respectivamente),
sendo ambos estatisticamente menores que C (886,3+595,1) (p=0,007) (figura 2F).
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Figura 4 (A) Insulina; (B) glucagon; (C) adiponectina; (D) Leptina; (E) TNF-a; (F) IL6. Grupos controle (C),
hipercalorica/hiperlipidical (HC/HL1); hipercalérica/hiperlipidica2 (HC/HL2). Dados avaliados por analise de
varidncia (Anova one-way) e quando diferengas foram encontradas aplicou-se Post hoc de Tukey HSD,
apresentado por letras sobrescritas *; Valores expressos em Média=DP e nivel de significancia de p< 0,05. Escala
do tamanho do efeito (Effect Size — teste f) classificada conforme convengao: f= 0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média
(M) f= 0,40 Grande (G).

Avaliacdo da resisténcia a insulina (HOMAZ2-IR), capacidade funcional das células -
pancreaticas (HOMA-CFp) e indice quantitativo da sensibilidade a insulina (QUICKI).

HOMAZ2-IR de HC/HLI1 (4,5+1,9) foi significativamente maior que HC/HL2 (1,8+1,1)
(p=0,018), sendo ambos diferentes em relagdo ao C (2,7+1,9) (figura 3A). HOMA-CFp foi
semelhante entre HC/HL1 (121,1£39,6) e C (89,3+53,1), sendo ambos maiores que HC/HL2
(36,4£24,4) (p=0,0007) (figura 3B). QUICKI foi significativamente maior em HC/HL2
(0,35+0,08) quando comparado a HC/HL1 (p=0,011), ndo havendo de ambos em relagdo ao C
(0,30+0,03) (figura 3C).
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Figura 5 (A) indice HOMA2-IR; (B) HOMA-CF; (C) QUICKI. Grupos controle (C), hipercaldrica/hiperlipidical
(HC/HL1); hipercalorica/hiperlipidica2 (HC/HL2). Dados avaliados por analise de variancia (Anova one-way) e
quando diferengas foram encontradas aplicou-se o teste Post hoc de Tukey HSD, apresentado por letras
sobrescritas ®; Valores expressos em Média+DP e nivel de significancia de p< 0,05. Escala do tamanho do efeito
(Effect Size — teste f) classificada conforme convengao: f= 0,10 Pequena (P) f= 0,25 Média (M) f= 0,40 Grande

(G).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo denotam que a dieta contendo 45% de gordura
saturada, adicionada de solucdo de frutose, foi a que mais apresentou parametros similares aos
comumente observados na obesidade e SM humanas. Essa afirmagdo ¢ possivel de ser feita,
pois os animais apresentaram ganho progressivo de massa corporal, polidipsia, valores elevados
indice de Lee, maior deposicao de gorduras subcutanea e visceral associada a dislipidemia
(hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia), maior 4area de tecido adiposo inguinal,
hiperinsulinemia e, ainda, hiperleptinemia, mesmo sem ter havido aumento na ingestdo
alimentar. Além disso, esses mesmos animais apresentaram aumento na massa relativa do
figado bem como reducdao na massa do coragdo e rins. Os animais alimentados com 60% de
gordura saturada, adicionada de solugdo de frutose, apresentaram peso relativo do figado e dos
estoques de gordura visceral e subcutanea elevados (com exce¢do da gordura epididimal),

redu¢@o no indice HOMA-CFp e nas concentracdes de glucagon, porém sem alteragcdes em
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insulina e leptina. Em contrapartida, ambas as dietas HC/HL, independentemente do percentual
de gordura saturada ofertado, apresentaram maior eficiéncia energética bem como redugdes da
massa relativa dos musculos esqueléticos e dos marcadores inflamatérios (TNF-a e IL6).

E consenso que a oferta excessiva de gordura saturada, com elevado teor caldrico, na
dieta de animais associada ao baixo gasto energético, frequentemente resultam em aumento da
massa corporal com acimulo de gordura, bem como altera os perfis metabolico, bioquimico,
hormonal e inflamatorio, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade e instalagdo da SM
[72] No presente estudo, pudemos observar que, nem sempre, o aumento no contetido de lipidios
corporais ¢ as alteragdes relacionadas as suas comorbidades t€m relagdo direta com a quantidade
de lipidios ingerida, visto que as alteragdes observadas no grupo HC/HL1 foram mais amplas e
associadas a obesidade humana quando o mesmo foi comparado com o grupo HC/HL2.

A nao alteragdo da IA, em termos quantitativos, observada em HC/HL1, e reducao em
HC/HL2, com aumento do Indice de Lee, sugere que o aumento na eficiéncia energética pode
ter contribuido para este resultado, uma vez que a mesma estd positivamente relacionada a
capacidade de converter caloria ingerida em massa corporal [, O aumento do consumo hidrico,
cuja solugdo continha 10% de frutose, observado nos dois grupos que receberam dieta HC/HL
em relagdo ao grupo C, pode ter sido outro fator positivo para o aumento do indice de Lee, uma
vez que a associagdo de dieta HC/HL com bebida contendo frutose pode proporcionar maior
absor¢do de nutrientes € promover aumento na sintese e deposi¢do de triglicerideos no tecido
adiposo 8% 83 contribuindo com o excesso do peso corporal, conforme observado no presente
estudo.

Estudo semelhante, o qual utilizou ratos machos alimentados, durante duas semanas,
com dietas ricas em lipidios (HL) ou rica em lipidios associada a frutose (HLF), demonstrou
que HLF, mesmo gerando hipofagia, resultou em maior eficiéncia energética mitocondrial e
aumento do fluxo lipidico para o musculo esquelético. Os autores relataram evidente economia
de energia com elevada deposi¢ao de lipidios e redug¢do da oxidacdo de acidos graxos nos
tecidos musculares, contribuindo, dessa forma, para a obesidade e o risco de desenvolvimento
de RI #2,

Tem sido postulado que a oferta de dieta hiperlipidica pode causar anorexia e hipofagia
66,841 " conforme observado no grupo HC/HL2 do presente estudo. Esses achados demostram

que o desenvolvimento da obesidade ainda ¢ mal compreendido e, portanto, gera lacunas ainda
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ndo totalmente esclarecidas acerca de seu desenvolvimento. Embora haja crescente
entendimento a respeito dos mecanismos atribuidos ao sistema nervoso central (SNC) e
periférico sobre a IA ] sendo estes comandados por complexas redes interconectadas entre
sinais neuroendocrinos (eixo hipotalamo-hipofise-adrenal), hormonais (leptina, insulina,
glucagon) e metabdlicos (lipogénese, glicogénese, protedlise) [°% 6731 ainda sdo necessarios
estudos que investiguem as causas que expliquem porque mamiferos, mesmo ao serem
submetidos a um balango energético positivo associado ao baixo gasto energético, sao
fenotipicamente resistentes ao desenvolvimento da obesidade 87381,

O aumento dos estoques de gordura subcutanea e visceral bem como a maior area de
adipocitos do tecido subcutdneo inguinal, conforme observado neste estudo, ocorrem
comumente em resposta a ingestdo cronica de dieta HC/HL, podendo ainda ser otimizado por
meio da oferta de bebidas agucaradas 1> 8% %1 O actimulo de gordura visceral tem inicio
quando o estoque de TG’s no tecido adiposo subcutaneo, por ser limitado, excede sua
capacidade de armazenamento !, Ainda que os adipdcitos subcutineos representem o local
primariamente determinado para o armazenamento de lipidios, quando sobrecarregados,
respostas coordenadas sdo realizadas para o controle e distribuicdo da energia adicional para
novos locais. A partir disso, regides especificas, incluindo compartimentos intra-abdominais
(viscerais), figado, miocardio, misculo esquelético entre outros, tornam-se destino da energia

excedente ['7],

Para tanto, ¢ importante ressaltar que todos estes compartimentos sao
considerados de elevado risco para alteragdes metabolicas e cardiovasculares ). Estudos
realizados tanto em humanos '?! quanto em animais ['*) mostraram que o aumento da massa e
tamanho (hipertrofia), bem como do numero de adipécitos (adipogénese), especialmente os
intra-abdominais, favorecem disfungdes metabolicas, o que esta associado ao surgimento de
fibrose tecidual, inflamac¢do por meio da infiltracdo e ativagdo de células imunologicas nos
tecidos, aumento da lipdlise, elevacdo dos niveis sanguineos de triacilglicerois e colesterol,
além de resisténcia local e sist€émica a insulina acompanhada por secregdo alterada de
hormonios e adipocinas inflamatdrias.

Evidéncias apontam que obesidade induzida por dieta de elevado contetido energético

resulta da interacdo entre fatores genéticos e ambientais [*7)

, revelando-se mais eficiente quando
iniciada precocemente 1%, O desequilibrio metabolico positivo precoce, provido por ingestio

cronica de acidos graxos saturados de cadeia longa (AGSCL), igualmente realizado no presente
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estudo, exerce risco adicional para alteragdes metabdlicas, como por exemplo RI, intolerancia
a glicose, hipertrofia do tecido adiposo, aumento na sintese ¢ deposi¢do hepatica de lipidios,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, podendo, ainda, elevar a produgao e liberagdo de
biomarcadores inflamatérios importantes, tais como TNF-o e IL6 [1672.92],

No presente estudo, os animais induzidos a obesidade, em ambos os grupos,
apresentaram dislipidemia aterogénica (DA), a qual pode ser traduzida como um conjunto de
fatores de elevagao potencial para DCV e metabolicas, manifestada por aumento dos niveis de
TG’s, colesterol total e fragio VLDL-c *!. Em adic¢o, a DA tem relagdo com a elevagio da
toxicidade de neurdnios e vasos cerebrais, induzindo a maior deposi¢@o de proteinas de carater
inflamatorio com elevada capacidade de transpor a barreira hematoencefalica e causar danos ao
cérebro, comprometendo, especialmente, a atividade hipotalamica ¥, No entanto, resultados
distintos tém sido reportados a respeito da quantidade e tipo de gordura ofertados de acordo
com o predominio de acidos graxos saturados ou insaturados (mono ou poliinsaturados).
Estudos demonstraram que os fatores de risco para obesidade ¢ SM podem ser minimizados em
razdo do aumento no consumo de gordura mono e poli-insaturada em detrimento aos AGSCL
[16,95]

O tecido adiposo, uma vez saturado de TG’s, altera a producao e liberagdo de peptideos
bioativos multifuncionais (adipocinas), os quais participam efetivamente da regulacdo do
metabolismo energético corporal 7], Nesta situagiio, a hiperadiposidade e excesso de TG livre
estimula a migracao e ativa¢do de macrofagos do tipo 1 (M1) para o tecido adiposo, conduzindo
hiperatividade inflamatdria local por meio da maior concentragao de adipocinas promotoras de
inflamacdo cronica de baixo grau, tais como TNF-o e IL6 7% 971 Apesar de, no presente
estudo, nao ter sido evidenciado ambiente inflamatorio sistémico denotado pela reducao dos
niveis de TNF-a e IL6, possivelmente em razdo do tempo de inducdo a obesidade ou devido ao
modelo adotado ter introduzido a dieta HC/HL em animais ainda em fase de crescimento e
desenvolvimento, ndo descartamos a possibilidade de haver maior expressao desses marcadores
inflamatérios diretamente nos tecidos mais afetados, tais como como adipdcitos, musculo
esquelético e figado.

A hiperinsulinemia e hiperleptinemia, comumente presentes em obesos humanos,
foram observadas no grupo HC/HLI, sendo alteragdes inerentes a modelos de inducdo a

obesidade por dieta HC/HL 18381 Concentrac¢des elevadas desses hormonios derivam da baixa
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sensibilidade, periférica ou central, de tecidos alvo . Portanto, é sugerido que tal resposta
decorra da ineficiéncia funcional intracelular dos mecanismos de transdugao de sinal, ou, ainda,
de prejuizos na interagdo hormdnio-receptor.

E sabido que a insulina desempenha papel chave nio apenas na homeostase glicémica,
mas, também, no controle do apetite, lipogénese, lipolise e dos niveis de acidos graxos nao
esterificados circulantes (AGNE) . No entanto, em condi¢des onde h4 sobrecarga cronica de
nutrientes altamente energéticos (i.e dieta HC/HL), os tecidos periféricos, como musculo
esquelético e adiposo, tém sua interacdo hormonio-receptor prejudicada, tendo como causa
defeitos na sinalizag¢do insulina-receptor, o que promove declinio tanto na quantidade quanto
na autofosforilagdo do receptor de insulina, ou na fosforilagdo do substrato 1 do receptor de
insulina e da proteina Akt, que ird culminar no impedindo da translocacdo de GLUT4
(dependente de insulina) até a membrana celular 1% 1% Os mecanismos supracitados sio tidos
por reduzir o estimulo da capta¢ao de glicose, ou, ainda, por estimular o pancreas a liberar
quantidades elevadas de insulina como medida compensatoria para o controle da homeostase
energética ('), o que poderia explicar a hiperinsulinemia como mecanismo auxiliar no controle
homeostatico glicémico verificado no presente estudo.

Em contrapartida, o principal papel fisiologico do glucagon ¢ estimular a
gliconeogénese e glicogenolise a fim de manter a homeostase glicémica. Além disso, sua
atuacdo contrarregulatoria frente a insulina desempenha um papel chave sobre o metabolismo
da glicose, o que favorece o aumento do catabolismo celular e gliconeogénese e, por outro, lado

reduz a glicolise [V

. Estudo utilizando camundongos com deficiéncia na producdo de
peptideos derivados de Pro-glucagon (glucagon e GLP-1), mesmo alimentados com dieta rica
em gordura, foram resistentes a obesidade, no entanto, apresentaram intolerancia a glicose 1%,
Opostamente, nosso estudo mostrou que os animais alimentados com a dieta HC/HL2 tiveram
reducdo na concentragdo de glucagon comparado ao controle, entretanto, apresentaram
obesidade e componentes da SM sem alterar a glicemia. Acreditamos que a composi¢ao da dieta
HC/HL2, devido ao elevado teor de lipidios saturados (60% de banha), e somado a hidrata¢do
enriquecida com frutose, tenha afetado o funcionamento pancreatico, conforme visto pelo

HOMA-CFp, o que sugere prejuizo na manutengao constante da sintese e liberagdo de glucagon

para a corrente sanguinea.
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E importante ressaltar que a infiltracio de lipidios no interior das células e o
desenvolvimento de RI, especialmente nos tecidos musculo esquelético, adipocitos e figado,
possuem relagdo intima e explicita com a alimentagdo cronica por meio de dieta HC/HL, o que
afeta a funcao e morfologia desses tecidos. Estudos demostraram que o excesso de substratos
dentro das mitocondrias, sobretudo na auséncia de aumento da demanda energética, exige maior
aporte de oxigénio como aceptor final de elétrons, o que resulta em maior producgdo e emissao

111371 A produgio

de substancias oxidantes primariamente advindas da atividade mitocondria
elevada de substancia oxidantes, em associacdo a inflamagao crénica de baixo grau, pode iniciar
alteragdes na estrutura e fun¢do cardiovascular, tais como disfun¢do endotelial, hipertrofia
cardiaca patologica, fibrose cardiaca e disfungdo contrétil ventricular [, Em adig?o, o excesso
de lipidios associado a frutose, tal como realizado neste estudo, eleva a lipogénese hepatica e
induz a DHGNA . Ratos adultos alimentados com a dieta rica em gordura e frutose
apresentaram elevado grau de DHGNA com necrose do tecido hepatico, além de elevacdo dos
niveis de triacilglicerdis plasmaticos, acidos graxos ndo esterificados, hiperinsulinemia e
indices de resisténcia a insulina hepatica, comparados a ratos alimentados com uma dieta
controle 193,

A reducao nos pesos relativos dos musculos esqueléticos, rins e coracao, observados em
ambos os grupos alimentados com dieta HC/HL pode ser explicada, ao menos em parte, por um
estilo de vida sedentario associado a um prejuizo do metabolismo mitocondrial provocado pela

(71, 87, 88] ~ A respeito disso, a redugdo na demanda

oferta excessiva de lipidios saturados
energética associado a elevados niveis de AGSCL prejudicam a bioenergética mitocondrial
denotada por alteragdes anormais da morfologia mitocondrial, reducao na expressdo proteica
de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1) e prejuizos nos processos
adaptativos de fusio e fissio mitocondriais '* 7!, Outra possibilidade, por nos arbitrada, é a
hipdtese do prejuizo metabdlico durante o processamento alternativo (splicing) de pré-mRNA’s
(1041 "sendo esse responsavel por reduzir a sintese proteica celular. Dessa forma, a reducdo da
expressao proteica poderia interferir de forma direta na renovagdo celular, além de alterar o
metabolismo e controle homeostatico do organismo.

Estudo recente avaliou possiveis alteracdes sobre a expressdo génica dos musculos

esqueléticos gastrocnémio e plantar de ratos Sprague-Dawley machos induzidos a obesidade

por dieta hiperlipidica acrescida ou de banha ou de 4cidos graxos mono e polinsaturados (60 ou
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10%; 45 ou 10%; 30 ou 10% de lipidios). Os resultados mostraram reducdo de
aproximadamente 8% no processamento alternativo de pré-mRNA’s dos miisculos esqueléticos
de ratos alimentados com dieta contendo 60% de gordura durante 2 ou 8 semanas comparados
aos animais com dieta de 10% de gordura. Ainda, os autores presumiram que o efeito
encontrado foi dependente do tipo de gordura, uma vez que houve a redugdo no processamento
alternativo de Troponina T (Tnnt3) de ratos alimentados com dieta de 30% de gordura por um
periodo de 1 a 8 semanas; entretanto, somente ocorreu redugdo no processamento alternativo
de Tnnt3 em dietas com 45% de gordura enriquecidas com banha, resultado ndo observado em
dietas enriquecidas com 4cidos graxos mono ou polinsaturados "%, Com base nos achados
supracitados, podemos inferir que a redugdo da massa relativa dos musculos esqueléticos e dos
orgaos coracado e rins tenha sido ocasionada pelo excesso de lipidios saturados, proporcionando,
assim, um desequilibrio entre substancias pro6 e antioxidantes, bem como prejudicando a funcao
do controle bioenergético mitocondrial e da expressdo proteica, possivelmente, por meio da
reducdo do processamento de préRNA’s.

Os achados no presente estudo necessitam de investigacdes mais detalhadas para
elucidar os mecanismos que os originaram. Nossas limitagdes estdo apresentadas nesse sentido:
1) ndo avaliamos a presenca das citocinas TNF-a e IL6, tampouco a infiltracdo de células do
sistema imune nos tecidos de interesse (ex: tecidos adiposos, musculo e figado) para confirmar
a hipotese da inflamagao local; 2) testes de tolerancia a glicose e de sensibilidade a insulina ndo
foram realizados, o que poderia esclarecer a RI e defeitos na fun¢dao enddcrina do pancreas; 3)
ndo avaliamos a morfologia dos tecidos adiposos, musculares e hepaticos, bem como ndo foram
avaliadas proteinas relacionadas a fissdo e fusdo mitocondrial, ou mesmo proteinas indutoras
da biogénese mitocondrial (por exemplo, IGF-1 e PGC-1a). Por fim, os resultados obtidos sao
de suma importancia no que se refere aos modelos de indugdo a obesidade e os proximos
esforcos demandados por nosso grupo de pesquisa serdo em prol de esclarecer as indagagdes

por nos levantadas neste estudo.

CONCLUSAO

Embora tenha sido verificada redu¢ao dos biomarcadores inflamatorios, os animais

alimentados com dieta HC/HL associada a bebida enriquecida com frutose, independente do
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teor de lipidio ofertado, foram, com sucesso, induzidos a obesidade. Observamos que a ingestao
cronica da dieta HC/HLI1 foi mais eficiente em desenvolver obesidade e componentes da SM
se comparada a HC/HL2, bem como apresentou maior prejuizo sobre o controle metabolico,
este confirmado pela hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemia e excesso de gordura
visceral e subcutanea, além da perda de massa muscular ligada a obesidade (indicio de
instalacdo de obesidade sarcopénica). Finalmente, as dietas HC/HL associadas a bebida com
frutose apresentaram grande afinidade com as alteragdes e danos metabolicos observadas na
obesidade e SM humana, apresentando-se como modelos vantajosos e promissores para estudos
que almejam compreender a fisiopatologia e possiveis tratamentos que combatam esses

problemas.
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