UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

INSTITUTO MULTIDISCIPLINAR EM §AUDE i
PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

ANNA CAROLINA SAUDE DANTAS

IMPACTO DA OVARIECTOMIA SOBRE ALTERACOES
METABOLICAS E INFLAMATORIAS EM MODELOS DE
OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA EM RATAS.

Vitéria da Conquista
2011



ANNA CAROLINA SAUDE DANTAS

IMPACTO DA OVARIECTOMIA SOBRE ALTERACOES
METABOLICAS E INFLAMATORIAS EM MODELOS DE
OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA EM RATAS.

Dissertacao apresentada  ao Programa
Multicéntrico de Pdés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas/Sociedade Brasileira de Fisiologia,
Universidade Federal da Bahia, como requisito
parcial para obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias Fisiolégicas.

Orientadora: Profa. Dra. Amélia Cristina Mendes de
Magalhaes
Co-orientador: Prof. Dr. Candido Celso Coimbra

Vitéria da Conquista
2011



Biblioteca Universitaria Campus Anisio Teixeira - UFBA

Dantas, Anna Carolina Saude

Impacto da ovariectomia sobre alteragdes metabdlicas e inflamatérias em modelos de
obesidade induzida por dieta em ratas / Anna Carolina Sadde Dantas. - 2011.

82 f. :il.

Orientadora: Profa. Dr?. Amélia Cristina Mendes de Magalhaes, Prof. Co-orientador:
Dr.2 Candido Celso Coimbra.

Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal da Bahia, Programa Multicéntrico de
Pés-Graduacédo em Ciéncias Fisioldgicas, 2011

1. Metabolismo - Resisténcia a Insulina. 2. Menopausa. 3. Obesidade — patologia -

Inflamagéo. 4. Obesidade Abdominal. I. Universidade Federal da Bahia. Programa
Multicéntrico de Pés-Graduagéao em Ciéncias Fisiologicas. Il. Titulo.

CDU - 616-008.9




ANNA CAROLINA SAUDE DANTAS

IMPACTO DA OVARIECTOMIA SOBRE ALTERACOES METABOLICAS E
INFLAMATORIAS EM MODELOS DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA EM
RATAS

Esta dissertagdo foi julgada adequada & obtengao do grau de Mestre em Fisiologia e
aprovada em sua forma final pelo Programa Multicéntrico de Poés-Graduagdo em

Ciéncias Fisiologicas/Universidade Federal da Bahia.

Vitaria da Conguista — BA, 18 de fevereiro de 2011.

Prof, Dr*. Amélia Cristina Mendes de Magalhaes
| Universidade Federal da Bahia
) b

Prof®, Dr®. Leida Maria Botion

Universidade Federal de Minas Gerais

Proff. Dr?, Adelina Martha dos Reis
Universidade Federal de Minas Gerals

Bl E

1oy

Prof. Or. Candido Celso Coimbra

Universidade Federal de Minas Gerais



Aos meus amados pais, Luiz Carlos e Arlete, minha irm& Carla e ao meu marido,
Fabiano.



AGRADECIMENTOS

Meus maiores agradecimentos a Deus, Pai Celestial, que com sua bondade e seu
amor infinito permitiu minha chegada até aqui. Foi Ele quem me deu serenidade
para enfrentar os momentos de maiores dificuldades.

Aos meus pais, Arlete e Luiz Carlos, que com palavras e gestos foram a minha
segurangca € meu apoio que me permitiram seguir sem desistir o caminho que
escolhi.

A minha querida irma Carla e meu cunhado Jorge, pela amizade e pelos momentos
de alegria que compartilhamos juntos, lembrando-me sempre que amigos sao
companheiros eternos.

Ao meu amado marido, Fabiano, que em todos os meus momentos de auséncia foi
compreensivo, amigo e grande companheiro, me oferecendo sua tranquilidade e seu
amor, e apostando, junto comigo, nos projetos que sonhei.

A Profa. Dra. Amélia Cristina Mendes de Magalhaes, minha orientadora, por me
receber de bracos abertos mesmo diante de algumas dificuldades e por confiar em
mim. Por sua disponibilidade em sempre me ajudar, por dividir seu valoroso saber,
por seu exemplo de dedicacéo a vida académica, pelos conselhos e incentivos. Para
mim, a nossa relagéo iniciada pela ciéncia foi ampliada para a amizade.

A Profa. Dra. Telma de Jesus Soares, também por sua constante disponibilidade em
me ajudar e pelos tao valiosos ensinamentos em renal e imuno-histoquimica.

As Profas. Dras. Najara de Oliveira Belo e Regiane Yatsuda, pela iniciativa e
coragem em tornar concreto o Programa Multicéntrico.

Ao Prof. Dr. Candido Celso Coimbra, por aceitar ao convite para minha co-
orientacdo, por sua vasta experiéncia que nos ajudou a realizar este trabalho.
Agradeco por me receber no Laboratério de Endocrinologia e Metabolismo do ICB
(UFMG), permitindo a realizacao do radioimunoensaio para Insulina.

A Profa. Dra. Adelina Martha dos Reis, por sua proximidade e seu interesse em
ajudar os alunos da UFBA.

A Profa. Dra. Leida Botion, por me receber como aluna da disciplina “Controle
Nutricional e Endoécrino do Metabolismo Intermediario” e constituir a banca
avaliadora deste trabalho.

Ao Programa Multicéntrico de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Fisiologicas, pela
oportunidade do excelente curso no campus Anisio Teixeira, do Instituto
Multidisciplinar em Salde, além das oportunidades de contato e de conhecimento
nos Laboratérios da FMRP (USP) e do ICB (UFMG).

A CNPq e & FAPESB pelos auxilios financeiros, de fundamental importancia para a
realizacao deste trabalho.



As universidades publicas, em especial & UFBA, por atuarem ndo sé como
instituicbes de ensino, mas também de pesquisa e extensao.

Aos colegas de mestrado, Kelle e Everaldo, por dividir comigo momentos de tantas
alegrias e me ajudarem em tantos outros mais dificeis. Em especial Liliany, terei
vOCé para sempre como uma grande amiga.

Aos alunos de iniciacao cientifica, Luciano, Grazi e Roberta, pela ajuda nas técnicas,
no tratamento dos resultados e especialmente, pela convivéncia tdo harmoniosa.

Aos professores da UFBA, em especial as Profas. Dras. Raquel Gestiarini e Maise
Mendonca, por sua contribuicdo na compreensdo e desenvolvimento das técnicas
de PCR e o Prof. Robson Amaro pela ajuda nos estudos histolégicos.

As equipes do Laboratério da Unidade de Emergéncia de Piraja e do
Lacen/Conquista, em especial a Dr. André Batista Matos, que me permitiram
conciliar o mestrado a rotina do trabalho.

A Dra. Claudia Macedo e Ana Paula Silva Pereira, do Laboratério Micro, pelos cortes
histolégicos.

Ao povo brasileiro que por meio dos impostos financiam o ensino publico em suas
diferentes instancias, inclusive na pés-graduacao.

Meu agradecimento a todos os amigos e familiares que torceram, ainda que de
longe, por mais uma vitoria.



“A sabedoria ndo se transmite, é preciso que nds a descubramos
fazendo uma caminhada que ninguém pode fazer em nosso
lugar e que ninguém nos pode evitar, porque a sabedoria é uma

maneira de ver as coisas.”

“Uma verdadeira viagem de descobrimento ndo significa,
necessariamente, encontrar novas terras, mas, isto sim, adquirir um novo

olhar.”

Marcel Proust



DANTAS, Anna Carolina Saude. Impacto da ovariectomia sobre alteracoes
metabdlicas e inflamatérias em modelos de obesidade induzida por dieta em ratas.
82f. il. 2011. Dissertacdo (Mestrado)— Instituto Multidisciplinar em Saude,
Universidade Federal da Bahia, Vitoria da Conquista, 2011.

RESUMO

O aumento mundial da incidéncia de obesidade tem determinado um crescente
interesse sobre as diversas alteracdbes metabdlicas associadas que aumentam os
riscos do desenvolvimento de diabetes tipo 2 e de doencas cardiovasculares. O
consumo de dietas com altas densidades energéticas, associado ou ndo a auséncia
do estrégeno, pode determinar um quadro de alteragdes metabdlicas e inflamatdrias,
com modificagcdo do perfil de distribuicdo do tecido adiposo, associado a resisténcia
a insulina. O objetivo deste estudo foi verificar o impacto da ovariectomia sobre as
alteracoes metabdlicas e inflamatérias nos tecidos adiposo e hepatico em modelos
de obesidade baseado no fornecimento de dietas hipercaléricas para ratas. Ratas
Wistar com dez semanas de idade foram submetidas aos procedimentos de
ovariectomia ou “sham” e distribuidas entre trés dietas: controle, hiperlipidica e
hipersacaridica. Ao final de vinte e seis semanas de tratamento dietético, o grupo
ovariectomizado tratado com dieta hiperlipidica apresentou o maior peso corporal
dentre 0s grupos experimentais, bem como, maior depédsito do tecido adiposo
visceral e elevagdo dos niveis de pressado arterial sistélica. O perfil bioquimico
plasmatico nao diferiu entre os grupos, no entanto o teste de tolerancia a glicose
revelou uma alteracao especialmente nos grupos sham e ovariectomizado tratados
com dieta hipersacaridica, demonstrando o maior impacto desta dieta sobre a
resposta a sobrecarga de glicose. Mas foi 0 grupo ovariectomizado tratado com dieta
hiperlipidica que apresentou os maiores niveis de insulina e do indice HOMA-IR
(Homeostatic model assessment). Os grupos submetidos a dietas hipercal6ricas
também manifestaram infiltracdo gordurosa no figado, os grupos sham e
ovariectomizado tratados com dieta hipersacaridica com padrdo microvesicular e os
grupos sham e ovariectomizado tratados com dieta hiperlipidica desenvolveram
esteatose hepatica com padrdo macrovesicular e infiltragcdo inflamatéria compativel
com o quadro de esteato-hepatite. No tecido adiposo abdominal parametrial do
grupo ovariectomizado tratado com dieta hiperlipidica também se observou uma
maior infiltracdo de macréfagos/mondcitos, com formacao das estruturas do tipo
“crown-like”. As dietas hipercaldricas hiperliidicas e hipersacaridicas determinaram
respostas diferentes quanto ao ganho de peso dos animais, padrao de deposicao de
gordura corporal, mas ambas, resultaram em algum grau de resisténcia a insulina. A
ovariectomia apenas apresentou impacto sobre as alteragdes metabdlicas quando
associada as dietas hipercaléricas. A presenca de gordura ectépica armazenada nos
hepatécitos e a maior infiltracdo de células inflamatérias no tecido adiposo e no
parénquima hepatico podem explicar em parte, o quadro de resisténcia a insulina
desenvolvido, principalmente nos grupos que nao apresentaram aumentos
significativos do peso corporal e da gordura abdominal.

Palavra-chave: Metabolismo — Resisténcia a Insulina. Menopausa. Obesidade —
patologia — Inflamacao. Obesidade Abdominal.
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ABSTRACT

The worldwide incidence of obesity is increasing and has been associated with
several metabolic alterations that increase the risks of the development of type 2
diabetes and cardiovascular diseases. The consumption of diets with high energy
densities associated with the presence or absence of estrogen can determine
inflammatory and metabolic disorders, modification of adipose distribution and insulin
resistance. The aim of this study was to verify the effect of ovariectomy on metabolic
and inflammatory profiles of hepatic and adipose tissues in models of diet-induced
obesity in female rats. Female Wistar rats with ten weeks of age were submitted to
the ovariectomy (O) or “sham” (S) surgery and distributed among three diets: control
(C), high fat (HF) and high sucrose (HS) diets. At the end of twenty-six weeks of
dietary treatment, the group of ovariectomized female rats submitted to high fat diet
(OHF) presented the higher corporal weight among the experimental groups, as well
as, larger visceral fat deposits and elevation of systolic blood pressure levels. The
plasma biochemical profile was not significantly different amongst the groups
however the glucose tolerance test revealed an alteration on the answer to the
glucose overload in the groups of sham (SHS) or ovariectomized (OHS) female rats
submitted to high sucrose diets, indicating the higher impact of these diets on
glucose tolerance. The OHF group presented higher insulin levels and HOMA-IR
(Homeostatic model assessment). The high energy diets also determined fatty
infiltration on liver with microvesicular pattern on the SHS and OHS groups and
macrovesicular steatosis and steatohepatitis on SHF and OHF groups. The OHF
group also presented higher macrophage/monocyte infiltration in parametrial fat
deposits, with formation of the "crown-like" structures. The diets with high fat or
sucrose determined different answers with relationship to the animal weight, pattern
of fat corporal deposition, but both, resulted in some degree of insulin resistance. The
ovariectomy only presented impact on metabolic disorders when in association to the
high energy diets. The presence of ectopic fat stored in the liver and the higher
infiltration of inflammatory cells in the visceral fat deposits and in the hepatic
parenquime can in part explain the development of insulin resistance, mainly in the
groups that didn't present significant increases of the corporal weight and of the
abdominal fat.

Keywords: Metabolism — Insulin Resistance. Menopause. Obesity — pathology —
Inflammation. Obesity, Abdominal.
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1 INTRODUCAO

O aumento da incidéncia de obesidade observado em diferentes paises do
mundo ampliou o interesse na compreensdo da sua fisiopatologia e das diversas
alterac6es metabdlicas e comorbidades associadas que aumentam os riscos do
desenvolvimento de diabetes tipo 2 e de doencas -cardiovasculares
(JAMES et al., 2001; MONTANI et al., 2002).

Embora os fatores genéticos contribuam para o desenvolvimento da
obesidade, o0 aumento nos casos de sobrepeso indica um importante papel de
fatores ambientais, tais como o consumo de dietas de altas densidades energéticas
(WOOQODS et al., 2003).

Em mulheres, alteracées na composi¢do corporal sdo observadas na pés-
menopausa, com aumento da circunferéncia da cintura e da massa adiposa, nem

sempre acompanhada de ganho de peso (LOBO, 2008).

Na auséncia de estrégeno devido a menopausa ou a faléncia ovariana
observa-se aumento da incidéncia de obesidade, resisténcia a insulina, e
consequentemente da sindrome metabdlica (POEHLMAN, 2002; CARR, 2003).
Alguns estudos demonstram o efeito positivo da reposicdo hormonal sobre a
resisténcia a insulina e uma melhora no controle glicémico, sugerindo assim a
participacdo do estrégeno como horménio que melhora a sensibilidade a insulina
(LOBO, 2008).

Alguns mecanismos, descritos na teoria da lipotoxicidade e na teoria da
inflamacéo, sdo sugeridos para explicar as alteragdes metabdlicas associadas a
resisténcia a insulina que frequentemente acompanha os quadros de obesidade.
Isso porque o tecido adiposo, ja nao mais reconhecido como um depdésito estatico de
energia, € capaz de secretar citocinas inflamatorias, tais como o Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a) que altera a cascata de sinalizagcao da insulina resultando em
um quadro conhecido como resisténcia a insulina (TAUBES, 2009).

Com o objetivo de avaliar as alteragcbes bioquimico-metabdlicas e

inflamatérias associadas a obesidade e a menopausa utilizou-se um modelo
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experimental de ratas ovariectomizadas e recebendo dietas hipercaléricas
hiperlipidicas ou hipersacaridicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A pos-menopausa designa o periodo que tem inicio apds a ocorréncia do
ultimo ciclo menstrual na mulher podendo ser fisiolégica ou cirurgica (ovariectomia).
A palavra menopausa vem do grego men (més) e pausis (interrupgdo, pausa,
repouso) referindo-se a interrupcao o ciclo menstrual. A menopausa, por definicao
compreende a auséncia permanente da menstruagdo apés um periodo de
amenorréia de ao menos 1 ano que nas mulheres se inicia em média aos 50 anos
de idade (SHARMA et al, 2010)

A pbés-menopausa € frequentemente associada a diversas mudancas
fisiopatolégicas tais como, ateroscleroses, obesidade, dislipidemias, distlurbios de
humor, osteoporose e envelhecimento da pele que sugerem que a reducdo na
producdo de estrogeno pode acelerar o desenvolvimento de processos
degenerativos (MIQUEL et al., 2006).

Dentre os efeitos negativos da deficiéncia de estrbgeno destacam-se os
relacionados ao perfil hemodindmico, aos mecanismos hemostaticos, a funcao
endotelial e ao metabolismo das lipoproteinas plasmaticas onde se observam
aumentos nos niveis plasmaticos de LDL-colesterol (Lipoproteina de baixa
densidade) e diminuicdo nos teores de HDL-colesterol (Lipoproteina de alta
densidade), fatores estes que tém sido relacionados ao aumento do risco de
doencas cardiovasculares neste periodo (BITTNER, 2005).

A menor incidéncia de doencas cardiovasculares em mulheres antes da pés-
menopausa tem levantado a hipotese de que o estrogeno seja responsavel por
protecao cardiovascular (MENDELSOHN & KARAS, 1999; MEERSMAN et al., 1998;
KHALII, 2005). Varios mecanismos tém sido propostos na tentativa de elucidar os
efeitos benéficos do estrégeno no sistema cardiovascular, como por exemplo,
reducao da pressao arterial (BELO et al., 2004), alteragcdes no metabolismo lipidico
(HIGASHI et al., 2001) e efeitos antioxidantes (RUIZ-LARREA et al., 2000). Outros
autores, contudo observaram aumento nos teores plasmaticos de colesterol em

mulheres apresentando p6s-menopausa natural ou cirdrgica sem observar efeitos
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significativos sobre a pressdo arterial sistdlica e o indice de massa corporal
(AKAHOSHI et al., 1996).

Além dos efeitos centrais dos estrégenos que repercutem sobre o tecido
adiposo tais como, regulacdo do consumo e do gasto de energia, estes também
possuem efeitos diretos sobre os adipdcitos onde inibem a lipogénese e interferem
na morfologia e na fungdo de adip6citos bem como na adipogénese
(COOKE & NAAZ, 2004). A pos-menopausa natural ou induzida por ovariectomia
tanto em mulheres quanto em roedores resulta em aumentos nos depdsitos de
tecido adiposo. Se o efeito da reposicdo com estrégeno em mulheres poés-
menopausadas resulta na diminuicdo da ingestdo de alimento, na acéo direta do
horménio no tecido adiposo ou se ambos, isto continua ndo definido
(WADE et al., 1985; BUTERA, 2010).

Importantes questées sado focadas no efeito da terapia de reposicédo
hormonal: idade, status reprodutivo e identificacdo de fatores de risco género
especificos. A viabilidade das pesquisas em fémeas é quase exclusivamente
utilizando-se modelos animais com roedores. Os melhores resultados sdo mais
detectaveis em estudos experimentais que em estudos clinicos e observacionais
(MURPHY et al., 2004).

A hipertensao arterial associada a pdés-menopausa parece estar relacionada
as alteracbes renais que tém sido relatadas tanto em humanos
(COGGINS et al., 1998) quanto em um modelo animal em ratas com doenca renal
relacionadas a idade e submetidas a ovariectomia (MARIC et al., 2004). Também o
estresse oxidativo sistémico parece contribuir para a hipertensao arterial devido ao
aumento na degradacao e a diminuicdo da biodisponibilidade de NO (éxido nitrico),
mediada por ROS (espécies reativas de oxigénio) (TOUYZ & SCHIFFRIN, 2004).

A estreita relagdo entre o aumento de peso corporal com aumentos paralelos
no estresse oxidativo e inflamatério tem sido intensivamente pesquisada. Alteracoes
tais como, aumento na producédo de espécies reativas de oxigénio nos depdsitos de
tecido adiposo, aumento da expressdo de NADPH oxidase e diminuicdo da
expressao de enzimas antioxidantes podem ser vistas no aumento do peso corporal
(FURUKAWA et al., 2004).
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Estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo e a inflamacéo estao
frequentemente associados e tém uma importante participacdo no desenvolvimento
e manutencdo da hipertensédo. Ainda nao esta esclarecido se o estresse oxidativo e
a inflamagao causam a hipertensdo, ou se a hipertensdo promove o aumento desses
eventos nos tecidos cardiovasculares, renais, hepaticos e adiposos
(VAZIRI & RODRIGUEZ-ITURBE, 2006). Essas observacdes indicam que o estresse
oxidativo, a inflamacéao e a hipertensao arterial participam de um ciclo de ativacéao e

perpetuacao de sinais que pode causar a progressao de doencas cardiovasculares.

Ainda, alguns autores apontam a participacdo do sistema de peptideo
natriurético atrial no aumento da pressao arterial observada tanto na obesidade
quanto na pos-menopausa. O ANP (Peptideo Natriurético Atrial) € um hormdnio
secretado principalmente por cardiomidcitos em resposta a distensdao mecéanica do
musculo cardiaco e esta envolvido na regulacdo da pressao arterial e do volume
sanguineo (WILKINS et al., 1997; DANIELS & MAISEL, 2007).

O ANP é um peptideo com propriedades diuréticas e natriuréticas e os seus
niveis na circulacao sdo aumentados pelo efeito do estrégeno (BELO et al., 2008).
Os receptores dos peptideos natriuréticos dos tipos NPr-A e NPr-C tém sido
identificados em tecido adiposo de ratos quanto de humanos, sendo que a
abundancia de NPr-C neste tecido poderia explicar os baixos niveis de ANP
observados em individuos obesos, pois este tipo de receptor pode participar da
remocao dos peptideos natriuréticos da circulacdo (FULLER et al., 1988;
WANG et al., 2004).

No Brasil, segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, a prevaléncia
de sobrepeso e obesidade, (indice de massa corporal maior o igual a 25kg/m?)
aumenta com a idade em mulheres, sendo de 37,85% na faixa etaria de 30 a 44
anos e de 55% em mulheres entre 45 a 64 anos (WHO, 2003). Este aumento da
obesidade entre as mulheres na po6s-menopausa, principalmente a obesidade
central (POEHLMAN et al., 1995; TOTH et al., 2000), esta associado com profundas
alteragbes no sistema cardiovascular, incluindo aumentos no volume sanguineo,

frequéncia cardiaca, massa cardiaca e pressao arterial sistémica.

Por definicdo, obesidade é o estado de aumento da massa corporal mais

especificamente de tecido adiposo em magnitude suficiente para determinar
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conseqUéncias adversas a saude (SPIEGELMAN & FLIER, 2001). A massa corporal
adiposa é determinada pela diferenciacdo de células precursoras em novos
adipécitos e pelo aumento do tamanho dos mesmos (hipertrofia) (RISTOW et al,
1998)

O controle central do balango energético e do peso corporal tem sido
intensivamente estudado e envolve mecanismos comportamentais do consumo e da
atividade fisica, atuacdo do sistema nervoso autbnomo sobre a regulacdo do
metabolismo energético, bem como efeitos neuroendécrinos incluindo estimulos
para a secrecao de horménios de crescimento, tireoidianos, cortisol, insulina e
esterdides sexuais (SPIEGELMAN & FLIER, 2001).

Os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na diferenciacao de pré-
adipdcitos incluem inumeros fatores de transcricdo, tais como o PPARs (receptores
ativadores da proliferacdo de peroxissomos), C/EBP (Proteinas de ligacao
enhancer), ADD1 (Fator 1 de diferenciacédo de adipécitos) e SREBP1 (Proteina de
ligacdo 1 de regulacao de esterdis) (SPIEGELMAN, 1998; KUBOTA et al., 1999).

O tecido adiposo atualmente nao é conhecido apenas por ser um estoque de
energia na forma de gordura rapidamente mobilizado durante o jejum ou outros
periodos de necessidade de energia, por regulagdo hormonal (insulina,
glicocorticdides) ou pelo Sistema Nervoso Simpatico (catecolaminas)
(STEPPAN & LAZAR, 2002). Hoje, este tecido é considerado um tecido dinamico por
sua alta capacidade de produzir e secretar moléculas sinalizadoras do estoque
energético.

Os produtos de secrecao das células do tecido adiposo, incluindo citocinas,
quimiocinas e outras moléculas ativas, sdo conhecidos como adipocinas e
apresentam funcées enddcrinas importantes para o balanco energético
(STEPPAN & LAZAR, 2002), patogénese da sindrome  metabdlica
(STEARS & BYRNE, 2001), estado inflamatério crénico do obeso
(SKURK et al., 2007), reproducdo, regulacdo do metabolismo da glicose e dos
lipidios, pressao arterial, fibrindlise e apetite, e para a fungcdo neuroendécrina e
imune (MORA & PESSIN, 2002; KERSHAW & FLIER, 2004; RASOULI & KERN,
2008). Dentre as adipocinas, cita-se: leptina, resistina, adiponectina, RBP4 (Proteina
de ligacdo ao retinol), visfatina, TNF-a, MCPs (Proteina quimioatraente de
mondécitos), IL-6.
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Roeminch et al (1998) analisaram as influéncias do género sobre as
concentragcdes plasmaticas de leptina e concluiram que os niveis séricos de leptina
correlacionam-se positivamente com a adiposidade subcutédnea e negativamente
com os niveis de andrégenos. A distribuicdo da adiposidade na forma ginecéide, em
contraposicao a distribuicao andréide, propicia melhor acdo insulinica e dos
glicocorticéides, os quais seriam fatores lipogénicos e estimuladores da sintese de
leptina.

Entretanto, a adiposidade ndo é o Unico fator determinante nas
concentragcdes de leptina circulante, sabe-se que as concentragdes plasmaticas de
insulina podem agir regulando as mudangas na secrecdo de leptina frente a
alteracdes na ingestao energética. Havel (2000) sugere que a insulina aumenta a
producédo de leptina via aumento da utilizagdo da glicose por vias oxidativas pelos
adipdcitos, e ndo s6 pelos seus efeitos diretos. Entdo, quando a glicose é
metabolizada em direcdo ao piruvato de modo a gerar outros produtos que nao o

lactato, ha uma sinalizacao celular que resulta em aumento na secrecao de insulina.

A noradrenalina, atuando via receptores B-3 adrenérgicos, reduz a producao
e 0s niveis circulantes de leptina, de modo que, para Trayhurn et al (1998), o
Sistema Nervoso Simpatico exerce papel chave na regulagdo da producao de leptina
através da modulacéo da transcricdo do gene ob.

A obesidade em humanos e também em roedores esta associada a um
aumento nos niveis de leptina circulantes, entretanto, individuos obesos apresentam
resisténcia aos efeitos da saciedade e da redugdo de peso da leptina
(RASOULI & KERN, 2008). Alguns mecanismos podem estar envolvidos na
resisténcia a acao da leptina, tais como defeitos no acesso da leptina a sitios de
acao no hipotalamo, limitando sua capacidade de ativar a sinalizag¢ao intracelular da
cascata STAT-83 de neurbnios hipotaldamicos responsivos a leptina
(EL-HASCHIMI et al., 2000; WILLIAMS et al., 2004).

A STAT-3 é um fator latente de transcricdo génica ativada pela ligacao da
leptina ao seu receptor (OB-Rb). Essa ligacao determina a ativacao da Janus Kinase
(JAK2 - Janus Kinase) e fosforilacdo de residuos de tirosina promovendo a
dimerizacdo e translocagcdo do STAT-3 para o nucleo onde pode induzir a
transcricdo génica (ANUBHUTI & ARORA, 2008).
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A adiponectina, uma adipocina com caracteristica anti-inflamatéria, tem um
importante papel na acdo da insulina, pois melhora a sensibilidade da célula a este
hormoénio. Isso porque esta adipocina age aumentando o gasto energético e a
oxidacdo de AGL (Acidos graxos livres), sendo que a hipoadiponectinemia pode
resultar em resisténcia a insulina e diabetes. (MATSUZAWA et al., 2004). Ela é
considerada protetora contra o desenvolvimento de aterosclerose, devido a sua
habilidade em produzir o NO levando a uma vasodilatagdo e melhorando o fluxo
sanguineo (CHEN et al., 2003).

A diminuicdo da concentracado plasmatica de adiponectina, observada na
obesidade, apresenta também um significante papel no desenvolvimento da
Sindrome metabdlica, visto que a concentracao desta adipocina tem correlacdo com
os multiplos componentes desta sindrome (RYO et al., 2006). Os niveis de
adiponectina plasmatico sao influenciados por multiplos fatores, tais como género
(as mulheres apresentam maiores niveis que os homens), idade, estilo de vida e
dieta (KADOWAKI et al., 2006).

As moléculas com caracteristicas proé-inflamatérias secretadas pelo tecido
adiposo despertam um interesse crescente uma vez que estas podem contribuir
para o desenvolvimento de complicacbes associadas a obesidade incluindo a
hipertensdo e a resisténcia a insulina. Ademais, muitas citocinas secretadas pelo
tecido adiposo sao fatores derivados ndo sé dos adipécitos, mas também de
macréfagos infiltrados localmente em funcado do status pré-inflamatério do tecido
adiposo (BASTARD et al., 2006).

As alteracdes hipertréficas dos adipocitos encontram-se associadas a
disfungbes no tecido adiposo, incluindo aumento da sintese de moléculas bioativas
como leptina, angiotensinogénio, citocinas pré-inflamatérias e espécies reativas de
oxigénio (SKURK et al, 2007).

Skurk et al (2007) em seu estudo entre a relacdo do tamanho do adipdcito e
a expressao e secrecao de adipocina concluiu que o tamanho dos adipdcitos € um
determinante importante para a secrecdo de algumas adipocinas. A secrecao de
adipocinas pro-inflamatorias esta elevada em adipdcitos maiores comparados com
adipdcitos pequenos ou médios. A hipertrofia dos adipdcitos, que aparece na
obesidade, parece alterar a secrecdo de adipocinas pr6é e anti-inflamatérias,
mudando o balanco em direcdo a expressao de proteinas pré-inflamatérias.
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Ademais, quando o excesso da ingestao de energia ultrapassa a capacidade
de deposicdo no tecido adiposo podem-se observar deposicées ectopicas de
lipideos em outros tecidos (como o hepéatico), resisténcia a insulina, hiperinsulinemia
e ativacdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-
aldosterona promovendo o desenvolvimento da hipertensdo associada a obesidade
(PAUSOVA, 2006).

A heterogeneidade funcional observada entre os depédsitos de tecidos
adiposos pode ser constatada pelas diferentes taxas de secrecdo das adipocinas,
tais como, as interleucinas IL-6, IL-8 e o TNF- q, correlacionadas com o aumento da
massa de tecido adiposo, hipertensdo arterial e substancial risco de doencas
cardiovasculares (DORFFEL et al, 1999; PAUSOVA et al, 2000;
BASTARD et al., 2000; FERNANDEZ-REAL et al, 2001; GRUNDY, 20083;
ROSENSON & KOENIG, 2003).

O tecido adiposo visceral, ou intra-abdominal, é caracterizado por ser
relativamente mais vascularizado e possuir mais eferentes simpaticos por unidade
de volume que o tecido adiposo subcutaneo. Suas propriedades adipogénicas,
metabdlicas, pro-aterogénicas e pré-trombédticas sdo usualmente, relacionadas a
aumentos nos teores de AGL, que séo lancados diretamente na circulacao portal,
determinando estresse inflamatério e oxidativo e diminuicdo na sensibilidade a
insulina periférica e hepatica (JESSEN, 2008; SHI & CLEGG, 2009;
TARANTINO et al , 2010).

Ja o tecido adiposo subcutaneo é um depdsito disperso em uma ampla area
sob a pele e é relativamente, pobremente inervado e vascularizado. Este é um
tecido importante para a recaptacdo de acidos graxos e do excesso cal6rico em
mulheres e homens, visto que o depdsito de lipidios fornece uma vantagem
evoluciondria que permite eficiente estocagem calérica maxima por unidade de
volume de tecido. O tecido adiposo subcutaneo libera na circulacdo sistémica os
AGL produtos da lipdlise, evitando os efeitos mais diretos no metabolismo hepético
(TARANTINO et al., 2010).

No figado, os AGLs séo re-esterificados a triglicerideos e empacotados sob
a forma de VLDLs (Lipoproteina de muito baixa densidade) que s&o liberados,

elevando assim os niveis desta lipoproteina na circulagdao sanguinea, bem como de
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LDL. A elevacao dessas duas lipoproteinas é acompanhando com o aumento dos
niveis de triglicerideos e reducao do HDL (ECKEL et al., 2005). Além da alteragéao
do perfil lipidico, os AGLs diminuem a extracdo hepatica da insulina, contribuindo
para o quadro de hiperinsulinemia sistémica (WIESENTHAL et al., 1999).

Alteracdes na concentracdo e na resposta periférica a insulina sao
observadas tanto na obesidade (JEANRENAUD, 1979; GRILL & QVIGSTAD, 2000;
MOOK et al., 2004), quanto no periodo pdés-menopausal (CARR, 2003;
LOBO, 2008).

A insulina é inibidora producao hepéatica de glicose pela inibicdo das enzimas
envolvidas na gliconeogénese e da glicogendlise (SEPPALA-LINDROOQOS et al.,
2002). No musculo, por sua vez, a translocacdo do Glut-4 (Receptor da glicose
tipo 4) e a ativacdo da enzima glicogénio sintase, estimuladas pela insulina,
determinam a sua captacao por este tecido (CAVALHEIRA et al., 2002). No quadro
de resisténcia a insulina associada a obesidade, a producdo hepéatica de glicose é
estimulada e a sua captacao pelo musculo é reduzida, resultando num desbalanco
da glicose, podendo levar a hiperglicemia.

No tecido hepatico observam-se ainda alteragbes funcionais associadas ao
quadro de obesidade e resisténcia a insulina, tais como, aumentos na producéo de
fatores de risco para doenga cardiovascular e sindrome metabdlica, tais como VLDL,
fibrinogénio, PCR (Proteina C reativa), fator de von Willebrand e PAI- 1 (Inibidor do
ativador do plasminogénio) (TARANTINO et al, 2010).

Randle et al (1963) ja relatavam que os acidos graxos funcionavam como
fator energético no controle metabdlico, visto que estes competem com a glicose
como substrato oxidativo da célula. Neste caso, 0 aumento da oxidacédo dos acidos
graxos determina diminuicdo da oxidacao de carboidratos.

A resisténcia a insulina periférica ocorre por defeitos na sinalizacdo
intracelular. O receptor da insulina é constituido de 4 subunidades (duas
a-extracelular e duas B-transmembrana) com atividades intrinsecas de tirosina
quinase. Quando ativado, pela ligagdo com o horménio, a tirosina quinase fosforila o
préprio receptor nos residuos de tirosina bem como os IRS (Substratos do receptor
de insulina ) também nestes residuos (CARVALHEIRA et al., 2002).
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As Teorias da Lipotoxicidade e da Inflamagé&o buscam justificar e explicar o
desenvolvimento da resisténcia a insulina observada na obesidade.
Alteracbes nas concentragdes plasmaticas de AGL e outras moléculas do
metabolismo lipidico como Acil-CoA (Acil-Coenzima A), ceramidas e DAG
(Diacilglicerol) levam a ativagéo de proteinas quinases, e consequentes fosforilagbes
dos residuos de serina/treonina destes IRS, resultando em falha na cascata de
sinalizagdo da insulina (QATANI & LAZAR, 2007; HOTAMISLIGIL & ERBAY, 2008;
ERION & SHULMAN, 2010). Além disso, a via do IKKB (/kB Kinase) também pode
ser ativada por meio da fosforilacdo da porcéo inibitéria IkB que resulta em liberacédo
do NF-Kb (Fator de transcricdo nuclear kB) para o nucleo, onde funciona como um
fator de transcricdo levando a ativacdo de genes pro-inflamatoérios
(PERSEGHIN et al., 2003). A inibicdo farmacolégica da via IKK2 bloqueia a
esteatose hepatica e a iniciacdo da esteato-hepatite, demonstrando a participacéo
desta via na inflamacdo e na resisténcia a insulina que ocorre no figado nesta
condicdo (BERAZA et al., 2008).

No entanto, para Samuel et al (2004), as principais vias proé-inflamatérias
que participam da resisténcia a insulina no figado envolve o sistema JNK1 (Jun N-
terminal Kinase) e PKC. Pela via JNK1, sinais inflamatérios externos levam a
fosforilacéo e ativacdo da JNK, o qual, por sua vez fosforila o N-terminal de c-Jun de

genes alvo, ativando também a transcricao de genes pro-inflamatorios.

Ademais, o acumulo de triglicerideo no hepatdcito eleva o metabolismo local
resultando em estresse oxidativo mitocondrial com aumento da formacdo das

espécies reativas de oxigénio (ROS) (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo proposto para a resisténcia a insulina associada a um aumento nos niveis de
AGL. Os metabdlitos DAG ou ROS ativam a cascata de serina/treonina quinase iniciado
pela ativagdo das PKC ou pela IKKB ou JNK levando a fosforilagbes dos residuos de
serina/treonina dos IRS-1 e 2. O resultado é alteracdo dos eventos associados a
sinalizacdo do receptor de insulina e a transcricdo de genes relacionados a inflamacéao
(Adaptado de Maher et al., 2008).

O aumento de ROS promove a peroxidacao lipidica de membrana, secrecao
de citocinas pro-inflamatérias e consumo de enzimas e vitaminas envolvidas com o
sistema antioxidante no figado (ARAYA et al., 2004).

A Doenca Gordurosa Nao Alcodlica do Figado (NAFLD — Non Alcoholic Fatty
Liver Disease) € uma manifestacdo hepatica do quadro de resisténcia a insulina.
Esta alteracdo é observada na sindrome metabdlica associada a obesidade e,
potencialmente a outros fatores tais como, as dietas ricas em grandes quantidades
de frutose e certos tipos de lipidios, mas nao relacionada ao uso de alcool. A
esteatose hepatica é um tipo de NAFDL, onde apenas a deposicdo de gordura é
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observada, enquanto na esteato-hepatite (NASH), quadro mais grave da NAFDL, é
possivel observar além da esteatose um quadro inflamatério associado, com
aumento da expressao de mediadores inflamatorios, dano celular e fibrose (GARG &
MISRA, 2002; ECKEL et al., 2005, CAVE et al., 2007; LI et al., 2009).

Os mecanismos de desenvolvimento e progressdo da NAFLD ndo estao
totalmente elucidados, mas a resisténcia a insulina, o estado inflamatério e outros

fatores como a dieta podem estar incluidos (LIU et al., 2010).

E documentado que somente a obesidade, ndo associada a inflamacéo, nao
resulta em resisténcia a insulina periférica, assim como a esteatose, sem o quadro
da NASH, nédo leva a resisténcia insulina hepatica (OLEFSKY & GLASS, 2010). O
TNF-a tem sido proposto como a chave entre obesidade e resisténcia a insulina,
pois o tecido adiposo de animais e humanos obesos super expressa essa citocina. O
quadro de esteato-hepatite geralmente cursa com maiores niveis de TNF-a e IL-6 do
que a esteatose simples (HIJONA et al., 2010). A inflamacédo e a resisténcia a
insulina frequentemente sao vistas ocorrer em paralelo, o que reforca um
mecanismo de feed-back positivo entre estas vias, sugerindo que a inter-relagao
entre vias inflamatérias e metabdlicas é central na patogénese e progressdo da
NAFLD (LIU et.al., 2010).

Para o diagnostico da NAFLD é possivel utilizar parametros bioquimicos
como o perfil lipidico e os niveis das aminotransferases (AST — aspartato
aminotransferase, e ALT — alanina aminotransferase), apesar destas enzimas nem
sempre estarem alteradas (ARAYA et al., 2004). O método “padrdo-ouro” para
avaliar a NAFLD é a bidpsia, apesar da sua necessidade na rotina clinica ser
controversa (POYNARD et al., 2005).

O perfil histopatolégico descrito para a esteatose hepatica pode incluir
degeneracdes lipidicas dos hepatdcitos, com padrao macro ou microvesicular, além
de alteracbes por infiltracdo de células inflamatérias e de tecido fibrético
(KLEINER et al., 2005). Os macréfagos que infiltram o sinuséide do tecido hepatico
sdo conhecidos como células de Kupffer e se comunicam com os hepatécitos de
maneira analoga dos macréfagos com os adipécitos (OLEFSKY & GLASS, 2010).

A esteatose hepatica pode ser classificada em grau de acordo com a

porcentagem de hepatdcitos acometidos por degeneragdo macrovesicular, sendo
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grau 0 (<5%), 1 (5-33%), 2 (33-66%) e 3 (>66%) (KLEINER et al., 2005). Quanto
maior o grau da esteatose, maior a probabilidade para o desenvolvimento da
esteato-hepatite, porém, esta lltima alteracdo ndo requer um grau particular de
esteatose (LIU et al., 2010).

Quando além da obesidade, especialmente a central, altera¢cdes que incluem
intolerancia a glicose (diabetes tipo 2, prejuizo na tolerancia a glicose ou na glicemia
de jejum), resisténcia a insulina, dislipidemia e hipertensao arterial também estéo
presentes, é reconhecido o quadro de sindrome metabdlica (ECKEL et al., 2005).
Pessoas com essas caracteristicas comumente manifestam um estado proé-
trombatico e pré-inflamatério (ALBERTI et al., 2009).

Conhecida também como Sindrome X ou Sindrome da Resisténcia a
insulina, a sindrome metabdlica € um conjunto de anormalidades metabdlicas que
refletem os efeitos pleiotrépicos da insulina, e ndo esta limitada apenas a alteragcéao
na homeostase da glicose (OLEFSKY & GLASS, 2010).

O aumento da prevaléncia da sindrome metabdlica em mulheres pos-
menopausadas pode, parcialmente explicar a aparente aceleragdo de doencas
cardiovasculares depois da menopausa. Durante esse periodo, a reducao brusca
dos niveis de estrogeno pode determinar, sendo a obesidade, uma alteracdo da
disposicao do tecido adiposo, resultando em formas mais androgenas. Além deste
efeito, a escassez de estrégeno também se reflete no aumento dos niveis
pressoricos e no perfil lipidico. A emergéncia desses fatores de risco pode ser um
resultado direto da faléncia ovariana ou um resultado indireto das consequéncias
metabdlicas da redistribuicdo da gordura com a deficiéncia de estrégeno
(CARR, 2003).

A descoberta que o tecido adiposo de camundongos € humanos sao
infiltrados com um ndmero aumentado de macréfagos fornece o maior avancgo sobre
o entendimento de como a obesidade propaga a inflamacdo e como a inflamacéao
determina a resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003). O conteudo de
macréfagos no tecido adiposo € paralelo ao grau de obesidade e estas células
constituem a maior fonte de citocinas pré-inflamatérias que levam a diminuicdo da
sensibilidade a insulina (GOLLISH et al., 2009).

A relacdo existente entre idade, obesidade e aumento da gordura visceral

com sindrome metabdlica, resisténcia a insulina e doencas associadas a essas
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condicbes € complexa. Por isso, para entender como esses fatores estédo
relacionados e a fisiopatologia da obesidade, os modelos experimentais animais sdo
de grande importancia e alguns resultados obtidos a partir destes modelos podem
explicar algumas observacdes em humanos (DAS et al., 2004).

Ratos usados em laboratério possuem espaco restrito para movimentacéao, o
que associado ao livre acesso a dietas palataveis, pode determinar ganho de peso
com consequente aumento da massa adiposa. De uma maneira geral, as dietas
ricas em gordura produzem um significante aumento no conteldo da massa adiposa
que é dependente da quantidade de gordura na dieta e da duracdo do tratamento.
N&ao esta claro se a correlacado entre a quantidade de gordura dietética consumida e
o conteudo da adiposidade corporal é atribuivel a ingestdo de maiores quantidades
de energia ou a caracteristicas metabdlicas dessas dietas que promovam o estoque
de lipidios independente da quantidade de energia  consumida
(WEST & YORK, 1998).

Modelos de roedores alimentados com dietas ricas em gordura resultam em
maiores deposicoes de lipidios ndo sendo a hiperfagia necessariamente observada.
Relatos de alteragcbes metabdlicas associadas ao consumo de dietas ricas em
gorduras por roedores incluem a reducao da atividade fisica e a modificacado do
metabolismo basal (WEST & YORK, 1998).

Entretanto, os modelos animais empregados nos estudos da obesidade
variam muito, tornando dificeis as interpretacbes e comparacdes de dados
experimentais. Os modelos animais de obesidade por modificagcdes genéticas
podem fornecer conhecimentos a cerca das mudancgas fisiolégicas desta condicao,
porém, os modelos animais de obesidade baseado em dieta revelam os
mecanismos fundamentais da obesidade que podem ser aplicaveis na populagao
humana. No entanto, até mesmo entre os estudos da obesidade baseados em dieta,
h& diferencas significativas na composicdo da dieta, duracdo do tratamento e
desenho do estudo (LAUTERIO et al., 1994; WEST & YORK, 1998).

Os modelos animais utilizados para o estudo dos efeitos metabdlicos da
auséncia do estrogeno, também incluem diferentes técnicas, tais como, animais

transgénicos, antagonistas dos receptores do estrégeno e ovariectomia.
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Apesar da ovariectomia nao retratar o processo da pés-menopausa tal como
ocorre naturalmente, pois este € um processo longo e gradual em que a secrecao de
estrogeno nao cessa abruptamente, este procedimento permite a avaliacao indireta
dos efeitos do estrogeno na ingestdo de alimentos, peso corporal, pressao arterial,
perfil metabdlico, dentre outras variaveis (SHI & CLEGG, 2009).

Neste contexto, modelos experimentais de obesidade induzida pelo
fornecimento de dietas hipercal6ricas padronizadas a ratas ovariectomizadas podem
fornecer informacdes importantes para a compreensdo de alteracbes nos perfis
metabdlico e inflamatdrio associados a obesidade e a auséncia de estrégeno.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo buscou avaliar o impacto da ovariectomia sobre
alteragbes metabdlicas e inflamatérias em modelos de obesidade induzidos por
dietas hipercal6ricas em ratas Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em ratas ovariectomizadas e controles submetidas a dietas hipercaléricas buscou-
se:

1) Avaliar o consumo alimentar, pressao arterial sistélica e o ganho de peso.
2) Determinar o perfil sérico de glicose, colesterol total e triglicerideo.

3) Comparar os niveis plasmaticos de insulina, bem como o indice de resisténcia

a insulina.
4) Avaliar a tolerancia a glicose.
5) Comparar o perfil morfométrico e histolégico do parénquima hepatico.

6) Quantificar os marcadores para macrofagos (ED-1) e linfocito (CD4) nos

depésitos de tecido adiposo mesentérico, parametrial e no parénquima hepatico.

7) Avaliar os niveis plasmaticos de marcadores de inflamacao sistémica (TNF-a).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS E DIETAS EXPERIMENTAIS

Ratas Wistar (n=30) pesando 150 a 200g foram obtidas do Biotério Setorial
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia em
Salvador/BA, e mantidas no biotério do Instituto Multidisciplinar em Saude/UFBA em
ambiente com controle de luz (12 horas luz, das 7 as 19:00 h) e temperatura
(23£3°C) e livre acesso a agua e racao.

As ratas foram ovariectomizadas com 10 semanas de idade e receberam,
apos este procedimento, ragcdo semipurificada controle (Pragsolugcdes Biociéncias,
SP) por um periodo de adaptagdo de uma semana e em seguida foram distribuidas
aleatoriamente entre os trés tratamentos dietéticos descritos a seguir por um periodo
de 26 semanas:

o Dieta hipercaldrica hiperlipidica semipurificada (DL) (n=10)
o Dieta hipercal6rica hipersacaridica semipurificada (DS) (n=10)
o Dieta controle semipurificada (DC) (n=10)

As dietas experimentais foram calculadas utilizando-se como base a
recomendacgdo para dietas de roedores de laboratérios elaborada pelo American
Institute of Nutrition e reportada por Reeves et al (1993). As propor¢cées dos
ingredientes nas dietas experimentais foram calculadas visando manté-las
isoprotéicas e com diferentes densidades energéticas. A composicao de
ingredientes expressa na base da matéria seca e a composicao bromatolégica das
dietas encontram-se descritas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 1: Proporcées dos ingredientes nas dietas experimentais controle (DC),
hiperlipidicas (DL) e hipersacaridica (DS)

Ingredientes DC DL DS

% Matéria seca
Amido de milho

37,38 13,88 3,87
Farelo de soja 30,50 30,50 30,50
Sacarose 6,50 6,00 30,00
Sebo bovino 0,0 24,00 15,00
Maltodextrina 10,00 10,00 5,00
Gordura Protegida de soja 7.5 7.50 7,50
Celulose Microcristalizada 317 3.17 3.17
L-cistina 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15
Mistura mineral (AIN-93M-MX) ' 3.50 3.50 350
Mistura Vitaminica (AIN-93-VX)? 1.00 1.00 1,00
Tert-butil-hidroquinona (BHT) 0,001 0,003 0,003
Total 100,00 100,00 100,00

"Mistura mineral AIN-93G-MX: 35,7% de carbonato de calcio; 25% de fosfato monabéasico de
potassio; 7,4% de cloreto de sddio; 4,66% de sulfato de potassio; 2,8% de citrato de potéssio; 2,4%
de éxido de magnésio; 0,606% de citrato férrico; 0,165% de carbonato de zinco; 0,063% carbonato de
manganés; 0,03% de carbonato de cobre; 0,001% de iodato de potéssio; 0,001% de selenito de
s6dio; 0,0008% de paramobdato de aménia; 0,145% de metasilicato de sodio; 0,0275% de sulfato de
potassio e cromo; 0,0082% de &cido boérico; 0,00635% de fluoreto de sddio; 0,00318% de carbonato
de niquel; 0,00174% de cloreto de litio; 0,00066% vanadato de amonio; 20,98% de sacarose em po.
®Mistura vitaminica AIN-93-VX- Composigdo de vitaminas por kg de dieta: 30mg de &cido nicotinico;
15mg de &cido pantoténico; 6mg de piridoxina; 5mg de tiamina; 6mg de riboflavina; 2mg de acido
félico; 750ug de vitamina K; 200ug de D-biotina; 25ug de vitamina B-12; 4000Ul de vitamina A;
1000UI de vitamina D3; 75Ul vitamina E.

A composigao bromatoldgica das dietas experimentais, calculada com base
nos valores das analises laboratoriais dos alimentos e da proporcdo dos

ingredientes, encontra-se descrita na tabela 2.
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Tabela 2: Composicao bromatoldgica das dietas experimentais controle (DC),

hiperlipidicas (DL) e hipersacaridica (DS)

ltem Dietas Experimentais
DC DL DS
Matéria seca (g.kg ) 82,93 85,25 86,89
Cinzas (g.kg™) 2,78 2,74 2,74
Proteina Bruta (g.kg™") 15,1 15,0 14,9
Extrato etéreo (g.kg™) 6,97 30,85 21,85
Carboidratos totais (g.kg™) 66,76 42,97 52,10
Valores estimados de energia metabolizavel
Energia Metabolizavel (Mcal.kg™) 3,99 5,19 4,73

As contribuicdes das fracdes de proteinas, carboidratos e gorduras no total

de energia metabolizavel das dietas experimentais encontram-se descrito na tabela

3.

Tabela 3: Contribuicdo das fracdes de proteinas, carboidratos e gorduras no total da

energia metabolizavel nas dietas experimentais

Item Dietas experimentais
DC DL DS
Energia Metabolizavel (Mcal/kg™) 3,99 5.19 473
% de contribuicdo das fracdes dietéticas na Energia Metabolizavel
Proteina 32,36 24,89 27,32
Carboidratos 54,25 23,24 32,85
Gorduras 12,39 51,1 38,98
Vitaminas 1,00 0,77 0,85

Os carboidratos totais dietéticos diferiram quanto as fontes entre as dietas

experimentais conforme descrito na tabela 4.
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Tabela 4: Contribuicdo das fragcbes de amido de milho, farelo de soja, sacarose e
maltodextrina na composicdo dos carboidratos totais nas dietas
experimentais

ltem Dietas experimentais
DC DL DS
Carboidratos totais (g.kg™) 66.76 42.97 52.10
Contribuicdo das fontes de carboidratos na dieta (g.kg‘1)
Amido de milho 37,06 13,76 3,86
Farelo de soja 13,42 13,42 13,42
Sacarose 6,49 5,99 29,95
9,8 9,8 4.9

Maltodextrina

Todo o protocolo experimental descrito neste trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS/BA).

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no biotério do Instituto Multidisciplinar em
Saude da Universidade Federal da Bahia, onde foram comparados os efeitos dos
diferentes tratamentos dietéticos sobre ganho de peso, perfil de distribuicido de
gordura corporal, perfil bioquimico plasmatico, tolerancia a glicose, perfil inflamatério
sistémico e dos depdsitos de tecido adiposo abdominais e do parénquima hepatico
de ratas ovariectomizadas.

Os animais foram submetidos aos procedimentos cirargicos de ovarietomia
(O) para simular a falta de estrégeno ou sham (S) para simular o estresse cirurgico
sem a retirada dos ovérios. Todas as ratas se encontravam com dez semanas de
idade e receberam injecado intraperitoneal de solugdo anestésica composta por
xilazina (5mg/kg) e quetamina (50mg/kg) e antibioticoterapia profilatica com
enrofloxacino - Flotril® 2,5% (5mg/kg). Foram feitas incisbes em ambos os flancos
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para a remocao dos ovarios, ou nao, e por fim a pele e o musculo foram suturados,
de acordo com a técnica corrente em endocrinologia.

Apbs o procedimento cirlrgico e o periodo de adaptacao, os animais foram
distribuidos aleatoriamente entre seis grupos experimentais com 5 (cinco) animais

cada, e permaneceram nestes tratamentos dietéticos durante 26 (vinte e seis)

semanas:
o Ratas sham alimentadas com dieta controle (DCS)

o Ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta controle (DCO)

o Ratas sham alimentadas com dieta hiperlipidica (DLS)

o Ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta hiperlipidica (DLO)

o Ratas sham alimentadas com dieta hipersacaridica (DSS)

o Ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta hipersacaridica (DSO)

Todos os animais foram acondicionados em caixas préprias e tiveram livre
acesso a agua e a sua respectiva dieta.

Foram realizadas medidas de peso corporal e pressdao arterial
semanalmente durante todo o periodo de tratamento dietético.

Ao final deste periodo todos os animais foram sacrificados, em jejum, por
decapitacdo e o sangue toracico coletado em tubos contendo anticoagulante
heparina para obtencao de plasma para a analise do horménio insulina e de TNF-o. e
em tubos de vidro simples para obtencao do soro para as analises bioquimicas.

Os depésitos de tecido adiposo mesentérico, paramentrial e retroperitoneal,
bem como o figado foram submetidos a pesagem e fixados para a realizacdo das
técnicas histoldgicas e de imuno-histoquimica.

4.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL E DA PRESSAO ARTERIAL

O peso corporal e a pressao arterial foram avaliados semanalmente.
Medidas do peso corporal foram realizadas através da balanga digital Acculab®. A
pressao arterial foi avaliada pelo método de pletismografia de cauda utilizando o

equipamento digital LE 5001 — Panlab .
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4.4 AVALIAGAO DA INGESTAO ALIMENTAR

Mensalmente os animais foram acondicionados por 4 dias em gaiolas
metabdlicas, com livre acesso a agua e a respectiva dieta. O primeiro dia do ensaio
metabdlico tinha o objetivo de adaptar as ratas neste novo ambiente, sendo os 3
dias posteriores usados para a avaliacdo da ingestdo alimentar diaria através da
diferenca entre a quantidade de racao fornecida ao animal e as sobras de racéo ao
final de 24 horas. Essa diferencga revelava a quantidade de racao ingerida (g)/dia e a
ingestao calérica diaria era calculada a partir da densidade energética das dietas
(Tabela 2).

4.5 PERFIL BIOQUIMICO PLASMATICO

As amostras de sangue obtidas apds o sacrificio dos animais foram
centrifugadas (centrifuga HT MCD-2000) durante 10 minutos a 4000 x g € 0 soro e 0
plasma foram separados. Os soros foram utilizados para as analises bioquimicas de
glicose, colesterol total e triglicerideo por meio de kits comerciais enzimaticos
colorimétricos, da marca Bioclin®, de acordo com as especificacées do fabricante.
As leituras das absorbancias dos testes foram realizadas em espectrofotébmetro SP-
220-Biospectro®.

4.6 TOLERANCIA A GLICOSE

Apo6s as 26 semanas de dieta, os animais foram mantidos em jejum por
12 horas para avaliar a tolerancia a glicose. Ainda em jejum, correspondendo ao
tempo 0 (zero), as ratas foram submetidas a uma pequena seccao na extremidade
distal da cauda por onde as gotas de sangue foram coletadas para a dosagem da
glicemia. Em seguida, foi administrada uma injecdo intraperitoneal de solucédo de
50% de glicose na dose de 1g/kg ou 0,2 mL/100g de peso do animal, e recoletado o
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sangue da cauda nos tempos 30, 60 e 90 minutos apos a injecao. As dosagens de
glicose foram feitas em glicosimetro digital manual (Accu-check Performa®)
utilizando as tiras reagentes apropriadas.

Foi construido o grafico da Tolerancia a glicose destes animais a partir da
relacdo tempo e concentracao da glicemia sanguinea e feita a comparacao da area
sob a curva destes gréficos obtidos.

4.7 DOSAGEM DE INSULINA / DETERMINACAO DO HOMA-IR

A dosagem de insulina sérica foi realizada no Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFMG, por meio da técnica de radioimunoensaio (RIA) utilizando kit comercial
especifico Linco Research®, St Charles, MO — USA.

As dosagens de insulina foram realizadas adicionando-se 100uL de plasma
a um tubo contendo o tampao do kit, a insulina marcada 1'* e o anticorpo anti-
insulina de rato. As amostras foram incubadas “overnight” a 4°C. Neste ambiente, a
insulina ndao marcada (da amostra) e a marcada competem pelos sitios de ligacéo do
anticorpo especifico. No segundo dia, o reagente precipitante foi adicionado aos
tubos das reagdes e estes foram centrifugados a 4°C por 20 minutos para a
separacao e obtencao de um “pellet” firme cuja radiagdo emitida foi lida em contador
gama apds a remocao do sobrenadante. A concentracao da insulina foi dada em
ng/mL por meio da construcdo de curva de calibracdo com os reagentes
calibradores proprios do kit.

A resisténcia a insulina foi estimada por meio do calculo do HOMA-IR
(Homeostatic model assessment), a partir da concentracao da insulina plasmatica de
jejum (uUI/mL) e da concentracdo da glicose de jejum (mmol/L) dos animais
(WALLACE et al, 2004). Conforme a férmula descrita a seguir:

HOMA1-IR = (FPI x FPG)/22.5

Onde, FPI é a concentragao plasmatica de insulina basal (jejum) (uUI/mL) e
FPG, a concentracdao plasmatica de glicose basal (jejum) (mmol/L). Para a
conversao da glicose de mg/dL para mmol/L, multiplicou-se o valor em mg/dL por
0,0555.
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4.8 ENZIMAIMUNOENSAIO (ELISA) / DOSAGEM DE TNF-a PLASMATICO

Para a dosagem de TNF-a plasmatico foi utilizado o kit comercial de ELISA
(Abcam®) tipo sanduiche em fase sdlida especifico para esta citocina de ratos e o
procedimento foi realizado conforme as orientagdes do fabricante.

A técnica consistiu na utilizacdo de uma placa de 96 pocos sensibilizados
com os anticorpos policlonais anti-TNF-a especificos para ratos que podem se ligar
aos antigenos presentes nas amostras (TNF-a) as quais sdo adicionadas em cada
poco simultaneamente ao anticorpo policlonal biotinilado especifico para o TNF-a de
rato (anticorpo secundario). Esta primeira incubagdo ocorreu por 3 horas em
temperatura ambiente. Na etapa seguinte, realizou-se a lavagem dos pogos com
tampao PBS por 3 vezes e a pipetagem da enzima peroxidase (HRP - Horse radish
peroxidase) conjugada a estreptavidina. Apds a incubacao e lavagem dos pogos
com tampao PBS por 3 vezes para a remocéao de toda enzima nao ligada, a solucéo
substrato da enzima (peréxido de hidrogénio) foi adicionada reagindo com a enzima
ligada, o que induziu a producao de uma reagéo de cor pela presenca do cromdgeno
TMB (tetrametilbenzidina), cuja intensidade é proporcional a concentracdo de TNF-a
na amostra. A leitura da reacdo de ELISA foi realizada em equipamento préprio a
450nm.

4.9 HISTOLOGIA / AVALIACAO DA ESTEATOSE HEPATICA

Amostras de tecido hepatico e dos depdsitos de tecido adiposo retirados
apoés o sacrificio dos animais foram imediatamente fixados em “Metacarn” preparado

a partir da seguinte proporcao:

Metanol ------mmmm e 60mL
ClorofOrmio -=--=-==e=sseeememm oo 30mL
Acido acético glacial -------====-==-nmmmmmmeeee e 10mL

Os tecidos permaneceram nesta solucao de fixagéo por 24 horas, e a seguir
foram mantidos em solucao de alcool 70°.
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O tecido hepético foi embebido em parafina para formagdo de um bloco
posteriormente cortado em secgdes de 4um no micrétomo. Foram confeccionadas
laminas de microscopia para cada animal, contendo dois cortes, que foram
desparafinizados, corados em HE (hematoxilina-eoxina) e montados com balsamo e
laminula para avaliacdo da morfologia dos hepatdécitos.

Em cada lamina, um dos cortes foi selecionado para a avaliagdo histologica,
que consistiu na leitura de 20 campos microscopios em aumento de 100X. Em cada
um dos 20 campos analisados foram contados o numero total de hepatocitos, o
numero de hepatocitos com microvesiculas e o numero de hepatécitos com
macrovesiculas. A partir destes dados foi possivel construir graficos da porcentagem
de hepatocitos acometidos com macro ou microvesiculas de gordura.

O grau de esteatose foi determinado a partir do escore de Brunt
(KLEINER et al., 2005):

grau 0: quando <5% dos hepatdcitos apresentam macrovesiculas

grau 1: quando 5-33% dos hepatécitos apresentam macrovesiculas

grau 2: quando 33-66% dos hepatdcitos apresentam macrovesiculas

grau 3: quando >66% dos hepatdcitos apresentam macrovesiculas

410 IMUNO-HISTOQUIMICA / AVALIACAO DA INFILTRACAO DE CELULAS
INFLAMATORIAS

Os cortes do tecido hepatico e dos depdsitos de tecido adiposo destinados a
avaliacao imuno-histoquimica, foram preparados conforme descrito para a técnica
da histologia. No entanto, os cortes obtidos foram acomodados em laminas de
microscopia tratadas com lisina para a realizacao da técnica de imuno-histoquimica
para marcacao de células inflamatérias (macréfago/mondcito e linfécito).

Os cortes foram desparafinizados por meio de um sequéncia de 3 “banhos”
em xilol, de 5 minutos cada, e hidratados em alcool de concentracdo decrescente
(Alcool 100% por 5 minutos, alcool 95% por 4 minutos e alcool 75% por 1 minuto).
Com a finalidade de melhorar as reagdes, foi realizada uma fase de tratamento das
laminas com tampao citrato em microondas (1 minuto em poténcia alta e 4 minutos

em poténcia média, sem deixar ferver) e resfriamento por 20 minutos em gelo. A
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peroxidase endégena foi bloqueada utilizando-se uma solugdo preparada com
peréxido de hidrogénio 30% (196mL de agua destilada, 2mL de azida sédica 10% e
2mL de per6xido de hidrogénio 30%), onde as laminas foram mergulhadas durante
10 minutos com posterior lavagem em tampao PBS com Tween.

Para a avaliacdo da infiltracdo de macréfagos/mondcitos, os cortes dos
tecidos hepético e adiposo mesentérico e parametrial foram incubados por 60
minutos a temperatura ambiente com 50uL de anticorpo anti-ED-1 (AbD serotec®),
diluido 1/1000 (Dijkstra et al., 1985). A seguir foram realizadas duas lavagens com
tampao PBS com Tween de 5 minutos cada para remog¢ao do excesso de anticorpo
nao ligado e posteriormente realizou-se uma incubagdo com 50uL anticorpo
secundario monoclonal biotinilado (IgG anti-mouse — Bethyl Laboratories®) diluido
1/200 por 30 minutos a temperatura ambiente. Novamente as laminas foram lavadas
duas vezes com tampao PBS e, apds a adicao de 50uL do complexo Avidina-Biotina
sobre os cortes, foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. O
desenvolvimento da cor deveu-se a adicdo de 50uL do cromégeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB - 3,3-Diaminobenzidina - Easypath®) sobre os cortes pela
reacdo deste com o complexo avidina-biotina-peroxidase. Realizou-se a
contracoloracdao dos cortes em banho de hematoxilina de Harris, por 10 minutos
para as laminas de figado e 5 minutos, para as de tecido adiposo mesentérico e
parametrial. A montagem das laminas foi realizada com “Permount”

Para a avaliacdo da infiltracdo de linfocitos no tecido hepatico e nos
depoésitos de tecido adiposo parametrial e mesentérico, foi realizada imuno-
histoquimica com anticorpos anti-linfécitos (Mc Ab anti-rat T-lymphocyte purified IgG,
Harlan Sera-Lab, MAS 010 P. Human CD43 Equivalent). O procedimento seguiu a
técnica anteriormente descrita para a marcagcdao de macréfagos/monécitos. No
entanto, os anticorpos primarios anti-linfécitos foram diluidos 1/200 e a incubacao
dos cortes foi em geladeira “overnight”.

Em cada corte de tecido hepatico foram analisados 25 campos
microscopicos com aumento de 40X, onde foram contadas as células marcadas em
castanho (macréfagos/mondécitos ou linfocitos). Foi calculada a média do numero de
células/campo microscépico de cada corte para comparacao da infiltracdo de
macrofagos/monaocitos ou de linfcitos entre os grupos experimentais.

Para os cortes dos depédsitos de tecido adiposo de cada animal foram
analisados de 15 a 20 campos microscopicos com aumento de 40X, onde foram
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contadas as células marcadas em castanho (macréfagos/mondcitos ou linfécitos) e
nas laminas com marcacao para ED-1 também foi analisada a presenca de
estruturas tipo “crown-like” definidas por Kolak et al (2007).

Foi calculada a média do numero de células/campo microscépico e de
estruturas “crown-like”/campo de cada corte para comparacdo da infiltracdo de
macrofagos/mondcitos ou de linfocitos em cada um dos diferentes depdsitos de

tecido adiposo dos grupos experimentais.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os
animais foram distribuidos de maneira aleatéria entre os grupos, mantidos em
ambiente com condicdes controladas e uniformes, e submetidos aos procedimentos
cirurgicos (sham ou ovariectomia) e aos tratamentos dietéticos (dietas controle,
hiperlipidica e hipersacaridica). Para comparar as médias entre os grupos estudados
foi determinada a variacao individual ou variagdo do erro (s2), através de analise de
varidncia Anova two way pelo programa estatistico GraphPad Prisma 5. Foi
empregado o teste estatistico Bonferrroni para a avaliagao dos efeitos das dietas e
da ovariectomia e comparacao das médias entre os grupos experimentais. Os
resultados foram expressos como média mais ou menos o erro padrdo da média.
Como critério para significancia, foi considerado p < 0,05. Analises de correlacao de
Pearson foram realizadas entre parametros inflamatérios nos tecidos hepaticos e
adiposos e a resisténcia a insulina, medida pela area sob a curva do teste de
tolerancia a glicose, utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prisma 5 e
considerando os valores das médias mais ou menos o erro padrdo da média e o

namero de amostras em cada grupo.
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5 RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL E DISTRIBUICAO DE GORDURA

A andlise do peso corporal médio dos grupos experimentais revelou que o
grupo DLO apresentou o maior peso em relacdo aos grupos DCO, DLS e DSO
demonstrando o efeito combinado da dieta hiperlipidica com a ovariectomia no peso
ao fim das 26 semanas de tratamento dietético, conforme apresentado na figura 2. O
efeito da dieta hiperlipidica isoladamente foi maior que da dieta hipersacaridica,

demonstrado pelo maior peso corporal final do grupo DLS em relacédo ao grupo DSS.
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Figura 2: Peso corporal médio de ratas ovariectomizadas e sham submetidas as dietas controle
(DCO e DCS), hiperlipidica (DLO e DLS) e hipersacaridica (DSO e DSS) apds 26
semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 7 a 11.
*DLO vs DCO (p<0,05), DLS (p<0,01) e DSO (p<0,001); **DLS vs DSS (p<0,05), teste de
Bonferroni. A interacdo entre dietas e tratamento cirdrgico responde por aproximadamente
2,17% do total da variancia.

O ganho de peso corporal ao longo das 26 semanas experimentais
(Figura 3) foi significativamente maior nos grupos DLO, DLS e DCO, demonstrando
efeito da ovariectomia isoladamente ou associada a dieta hiperlipidica sobre o ganho
de peso. Por outro lado, a dieta hiperlipidica isoladamente também apresentou efeito

importante sobre este parametro analisado. A dieta hipercal6rica hipersacaridica
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isoladamente ou associada a ovariectomia (grupos DSS e DSO) nao determinou

ganho de peso significativo.
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Figura 3: Variagdo do peso corporal médio de ratas ovariectomizadas e sham submetidas as dietas
controle (DCO e DCS), hiperlipidica (DLO e DLS) e hipersacaridica (DSO e DSS) ao final
de 26 semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 6 a 9.
*DCO vs DSO; **DLS vs DCS e DSS; 1tDLO vs DSO, teste de Bonferroni (p<0,001). A
interacao entre dietas e tratamento cirurgico responde por aproximadamente 4,12% do
total da variancia.

A soma do peso dos depoésitos de tecido adiposo visceral (mesentérico,
parametrial e retroperitoneal) apresentou-se significativamente maior nos animais do

grupo DLO (Figura 4) quando corrigidos pelo peso do animal.
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Figura 4: Peso do tecido adiposo visceral (mesentérico, parametrial e retroperitoneal) corrigido pelo
peso corporal apos 26 semanas de dieta experimental. O nUmero de animais por grupo
variou entre 5 a 8. *DLO vs DCO, teste de Bonferroni (p<0,01). A interacédo entre dietas e
tratamento cirargico responde por aproximadamente 2,78% do total da variancia.

A tabela 5 fornece os dados de pesos dos diferentes depésitos de tecido
adiposo visceral entre os diferentes grupos experimentais. Os grupos DLS e DLO
apresentam maior depdsito de tecido adiposo mesentérico. Ja o tecido adiposo
parametrial € maior nos grupos DLS e DSS em relacao ao seu controle (DCS).

O tecido adiposo retroperitoneal do grupo DLO apresentou a maior peso

apoés o tratamento dietético em relacdo aos outros grupos experimentais.

Tabela 5: Peso corrigido dos depdsitos de tecido adiposo(g)/100g de peso corporal
dos grupos experimentais apds 26 semanas de tratamento dietético

Tecido adiposo  DCS DCO DLS DLO DSS DSO

Mesentérico 0,82+0,13 0,91+0,14 1,2840,22* 1,39+0,1** 0,87+0,11  0,90:0,06
Parametrial 1,29+0,33 2,36:0,21 2,61+0,25* 3,17+0,35 2,81+0,25" 2,39+0,13

b
Retroperitoneal 1,61£0,31  1,1410,20 2,18+0,27 3,25:0,35% 1,520,20  1,90+0,23

*DLS vs DCS (p<0,05); **DLO vs DCO e DSO (p<0,05), 'DSS vs DCS (p<0,01); *DLO vs DLS
(p<0,05). O nimero de animais por grupo variou entre 5 a 9.
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5.2 INGESTAO ALIMENTAR:

Apbs 26 semanas de tratamento dietético, a ingestao cal6rica diaria diferiu
entre 0s grupos experimentais apesar de ndo terem sido observadas diferencas com
relacdo a ingestdo alimentar didria em gramas (Figura 5A), devido as diferencas de
densidade energética das dietas experimentais. Os grupos DLS, DLO e DSS
apresentaram maior ingestao calérica diaria, quando comparadas aos grupos DCO e
DCS, como demonstrado na figura 5B.
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Figura 5: Ingestao alimentar (g) diario (A) e ingestao calérica (Kcal) diaria (B) baseado no consumo
alimentar (g) nos diferentes grupos experimentais apds 26 semanas de tratamento
dietético. O ndmero de animais por grupo variou entre 11 a 27. *DLS vs DCS; **DLO vs
DCO e tDSS vs DCS, teste de Bonferroni (p<0,01). A interacdo entre dietas e tratamento
cirargico responde por aproximadamente 1,69% e 1,33%, respectivamente, do total da
variancia.

5.3 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

Apo6s 26 semanas de tratamento dietético ndo foi observada hipertensao
arterial sistélica em nenhum dos grupos experimentais. No entanto, foi possivel
observar uma elevacado da pressao sistélica no grupo DLO, em relacdo ao grupo
DCO, conforme mostrado na figura 6. A associacdo entre dieta hiperlipidica e
ovariectomia foi determinante no aumento da pressdo, visto que ndo foram
observados efeitos isolados da ovariectomia e das dietas hipercaléricas

hiperlipidicas e hipersacaridicas.
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Figura 6: Pressao Arterial Sistolica nos diferentes grupos experimentais apds 26 semanas de
tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 5 a 9. *DLO vs DCO
(p<0,01), teste de Bonferroni. A interacao entre dietas e tratamento cirlrgico responde por
aproximadamente 8,20% do total da variancia.

5.4 PERFIL BIOQUIMICO PLASMATICO

O perfil bioquimico plasmatico dos grupos experimentais esta descrito na
tabela 6. As concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol total e triglicérides nao

apresentaram valores acima dos valores de referéncia.

Tabela 6: Perfil bioquimico plasmatico dos grupos experimentais apds 26 semanas
de tratamento dietético

Parametro

Bioquimico DCS DCO DLS DLO DSS DSO
(mg/dL)
Glicose 89,8+4,6* 77+0,0 99+1,9** 86,4+1,9 92,242 47 78,4+1,0

Colesterol 72,2411,5  196,7¢19,9"  176,2458,9  161,0£36,9 61,2+2,7 65,313,0

Triglicérides  91,6+11,9  148,9+22,2 135,448,0 139,316,1 137,5£0,9  115,8+30,2

*DCS vs DCO (p<0,01); **DLS vs DCS e DLO (p<0,05); 'DSS vs DSO (p<0,01); *DCO vs DSO
(p<0,05). O nimero de animais por grupo variou entre 3 a 9.
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5.5 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

A curva dos valores glicémicos obtidos durante o teste de tolerancia a
glicose, assim como os valores calculados das areas sob as curvas dos grupos
experimentais encontram-se representados na figura 7. A glicemia basal de jejum
apresentou-se dentro dos valores de referéncia em todos os grupos experimentais.
Nao foram observadas diferencas entre os valores glicémicos médios dos grupos,
nos tempos 30’ 60’ e 90’ apGs a sobrecarga de glicose (Figuras 7A, 7B e 7C). Na
analise das areas sob as curvas de tolerancia a glicose observou-se que a area sob
a curva dos grupos DLO e DSO foram maiores que a do grupo DCO e a dos grupos
DLS e DSS maiores que DCS (Figura 7D).

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica entre os grupos
experimentais nas curvas glicémicas do teste de tolerdncia a glicose pode-se
constatar que os animais submetidos as dietas hipercaléricas hiperlipidica e
hipersacaridica apresentaram um aumento acentuado nos niveis glicémicos apés a
injecdo intraperitoneal (tempo 30°) da solucdo de glicose e uma tendéncia de
persisténcia dos niveis glicémicos aumentados nos tempos de 60’ e 90'.

A dieta hipersacaridica isoladamente ou associada a ovariectomia
determinou alteragdes significativas de tolerancia a glicose apesar de nao ter
promovido aumento do peso corporal (Figura 2) e do peso dos depdsitos de tecido
adiposo visceral (Figura 4).
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Figura 7: Graficos representando as curvas do teste de toler&ncia a glicose nos tempos de 0’, 30’,
60, 90’ apos a injecao intraperitoneal de glicose nos grupos DCS e DCO (A), DLS e DLO
(B) e DSS e DSO (C) e as areas sob as curvas (D) nos diferentes grupos experimentais
apds 26 semanas de tratamento dietético O niumero de animais por grupo variou entre 3 a
6.*DLS vs DCS (p<0,05); **DLO vs DCO (p<0,05); 'DSS vs DCS (p<0,01); *DSO vs DCO
(p<0,01), teste de Bonferroni. A interagao entre dietas e tratamento cirurgico responde por
aproximadamente 0,56% do total da variancia.

5.6 INSULINA PLASMATICA / HOMA-IR

A dosagem plasmatica dos niveis de insulina apds as 26 semanas de

tratamento dietético mostrou um aumento deste horménio no grupo DLO em relacéo

aos grupos DCO, DLS e DSO, como demonstrado na figura 8.
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Figura 8: Insulina plasmatica nos diferentes grupos experimentais apds 26 semanas de tratamento
dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 4 a 5. *DLO vs DCO, DLS (p<0,001)
e DSO (p<0,05), teste de Bonferroni. A interacdo entre dietas e tratamento cirdrgico
responde por aproximadamente 22,37% do total da variancia.

Considerando-se o valor de “cut-off” de 2,7, proposto por Geloneze et al
(2009), para avaliacao da resisténcia a insulina a partir do calculo do HOMA-IR, os
grupos DLO, DSS e DSO apresentaram valores de HOMA-IR compativeis com
resisténcia a insulina. O valor médio de HOMA-IR dos grupos experimentais sdo
descritos na tabela 7.

Tabela 7: Valores médios do indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) dos grupos
experimentais apds 26 semanas de tratamento dietético

DCS DCO DLS DLO DSS DSO

HOMA-IR 2,19+0,74 2,03+0,17 2,23+0,37 6,78+1,8 4,36+0,14 5,12+1,86

O numero de animais por grupo variou entre 4 a 5. A interag@o entre dietas e tratamento cirurgico
responde por aproximadamente 11,31% do total da variancia.

5.7 NIVEIS DE TNF-a PLASMATICO

Os niveis de TNF-a plasmético foram praticamente indetectaveis pela
metodologia ELISA e ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
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analisados, portanto, considerando este marcador inflamatério, ndo foi constatada
uma alteracédo do perfil inflamatério sistémico influenciado pelas dietas hipercaléricas

e/ou pela ovariectomia.

5.8 ESTEATOSE HEPATICA

A porcentagem de hepatocitos que apresentaram a infiltracado gordurosa
com padrao microvesicular foi maior no grupo DLS quando comparado com o
controle DCS e nos grupos DLO e DSO quando comparados com o grupo DCO
(Figura 9).
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Figura 9: Porcentagem de hepatécitos com presenga de microvesiculas nos grupos experimentais
apds 26 semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 5 a
6. *DLS e DSS vs DCS (p<0,05); **DLO e DSO vs DCO (p<0,05), teste de Bonferroni. A
interacao entre dietas e tratamento cirdrgico responde por aproximadamente 1,56% do
total da variancia.

Considerando-se a infiltracdo gordurosa com padrdo macrovesicular,
observou-se que a porcentagem de hepatdcitos afetados foi maior no grupo DLO em
relacdo aos grupos controle e sham das dietas controle e hipersacaridica
(Figura 10).
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Figura 10: Porcentagem de hepat6citos com presenga de macrovesiculas nos grupos experimentais
apés 26 semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 5 a
6. *DLS vs DCS e DSS (p<0,05) e **DLO vs DCO e DSO (p<0,001), teste de Bonferroni. A
interacdo entre dietas e tratamento cirlrgico responde por aproximadamente 2,79% do
total da variancia.

Para a determinacdo do grau de esteatose hepatica, de acordo com os
escores de Brunt, é preciso utilizar a presenca de macrovesiculas nos hepatocitos.
Por ele, portanto, os animais DCS, DCO, DSS e DSO apresentam grau 0 (zero) de
esteatose, enquanto os grupos DLS, DLO apresentam esteatose de grau 1,

representados pela figura 11.
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Figura 11: Perfil histolégico do parénquima hepatico em cortes corados com HE, campos de 20x.
Hepatdcitos normais dos grupos DCS (A) e DCO (B), sem infiltragado de gordura; esteatose
hepatica grau 1 dos grupos DLS (C) e DLO (D) com presenca de micro e macrovesiculas;
hepatocitos com presenca de microvesiculas dos grupos DSS (E) e DSO (F). Exemplos de
micro e macrovesiculas sao indicadas com as setas.

A ovariectomia isoladamente ndo demonstrou impacto sobre o a infiltracdo
de gordura hepética, de acordo com os dados do grupo DCO. Mas as dietas
hipercaléricas foram determinantes para esta infiltracdo, sendo que os efeitos

apareceram de forma isolada ou associada a falta de estrogeno.
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5.9 INFLAMACAO HEPATICA

A andlise do numero de macrofagos/mondcitos (células ED-1+) no tecido
hepatico demonstrou uma maior infiltracdo destas células inflamatérias nos grupos
submetidos as dietas hipercal6ricas do que nos grupos submetidos a dieta controle
(Figura 12). As dietas hipercaléricas foram determinantes para a infiltracdo de
células inflamatérias no parénquima hepatico, pois esta infiltracdo ocorreu tanto sob
influéncia isolada destas quanto em associagdo com a ovariectomia (DLS, DLO,
DSS e DSO).
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Figura 12: Numero de células ED-1 positivas por campo microscopico (40x) no tecido hepatico apos
26 semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 5 a 8.
*DLS e DSS vs DCS (p<0,001); **DLO e DSO vs DCO (p<0,001), teste de Bonferroni. A
interacao entre dietas e tratamento cirurgico responde por aproximadamente 0,62% do
total da variancia.

Na figura 13 encontram-se representadas imagens da imuno-histoquimica
para ED-1 no figado nos diferentes grupos experimentais. E possivel observar uma
maior infiltracdo de macréfagos/mondcitos no parénquima hepatico dos grupos DLS,
DLO, DSS e DSO, com a presenca de mais de uma célula ED-1+ em torno de um
hepatocito com macrovesicula nos grupos DLS e DLO.
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Figura 13: Infiltracdo de macréfagos/mondcitos no paréquima hepatico a partir da imuno-histoquimica
para ED-1 nos grupos DCS (A), DCO (B), DLS (C), DLO (D), DSS (E) e DSO (F), campos
de 20x. Exemplo da marcagéo de células ED-1 + indicadas com seta preenchida com
preto e estrutura semelhante a “crown-like” indicada por seta preenchida de branco e em

destaque no aumento de 40x em D.
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Figura 14: Correlagdo de Pearson calculada entre numero de células ED-1+ (macréfagos/mondécitos)
no parénquima hepatico e area sob a curva do teste de tolerancia a glicose. r=0,9366 e
p=0,0059.

O resultado obtido na andlise da presenca de linfécitos infiltrados no
parénquima hepatico apontou um nimero maior desta célula no grupo DSO quando
comparado ao grupo DCO. Os demais grupos nao apresentaram significaAncia
estatistica, provavelmente devido ao maior erro padrao apresentado, mas é possivel
observar uma tendéncia de um maior numero de linfocitos infiltrados nos grupos

tratados com dietas hipercaléricas (Figura 15).
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Figura 15: Numero de linfécitos (células CD4+) por campo microscépico (40x) no tecido hepatico
apods 26 semanas de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo foi 5. *DSO vs
DCO (p<0,01), teste de Bonferroni. A interagcdo entre dietas e tratamento cirdrgico
responde por aproximadamente 6,75% do total da variancia.

Na figura 16 encontram-se dispostas imagens da imuno-histoquimica para

linfocito (CD4) no parénquima hepatico dos diferentes grupos experimentais.
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Figura 16: Infiltragdo de linfécitos no paréquima hepatico a partir da imuno-histoquimica para CD4
nos grupos DCS (A), DCO (B), DLS (C), DLO (D), DSS (E) e DSO (F), com
contracoloragcdo com HE campos de 20x. Exemplos de células CD-4 + indicadas por setas
preenchidas de preto e estrutura semelhante a “crown-like” indicada por seta preenchida
de branco e em destaque no aumento de 100x em C.

5.10 INFLAMACAO NO TECIDO ADIPOSO

A partir da analise da figura 17A podem-se observar um aumento das
estruturas tipo “crown-like” no tecido adiposo parametrial no grupo DLO em relacéo
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aos grupos experimentais DLS, DCO e DSO e no grupo DCO em relagcado ao grupo
DCS; e DLS em relacao aos grupos DCS e DSS.

Ja no tecido adiposo mesentérico, o grupo DLS apresentou um numero de
estruturas “crown-like” superior ao grupo DCS e DSS, como demonstrado na figura
17B.

A dieta hiperlipidica de forma isolada ou em associada a ovariectomia, bem
como a ovariectomia isoladamente, foram mais determinantes para o aumento de
estruturas do tipo “crown-like” nos depésitos de tecido adiposo analisados.
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Figura 17: Numero de estruturas “crown-like” no tecido adiposo parametrial (A) e no tecido adiposo
mesentérico (B) por campo (40x) nos diferentes grupos experimentais apés 26 semanas
de tratamento dietético. O nimero de animais por grupo variou entre 4 a 6. *DCO vs DCS
(p<0,05);, **DLS vs DCS e DSS (p<0,05); 'DLO vs DCO e DSO (p<0,001); *DLO vs DLS
(p<0,01), teste de Bonferroni. A interacao entre dietas e tratamento cirlrgico responde por
aproximadamente 3,92% e 7,64%, respectivamente, do total da variancia.

Na figura 18 encontram-se representadas imagens da imuno-histoquimica
para ED-1 no tecido adiposo parametrial, sendo possivel observar as estruturas de
“crown-like” presentes especialmente no grupo DLO.
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Figura 18: Infiltracdo de macréfagos/mondcitos no tecido adiposo parametrial com formacao das
estruturas “crown-like” (indicada pela seta) a partir da imuno-histoquimica para ED-1 nos
grupos DCS (A) e DLO (B) aumento 20x.

A analise dos linfécitos marcados no depésito de tecido adiposo parametrial

revelou um aumento dessas células no grupo DSO em relacdo ao grupo DSS

(Figura 19A) e no grupo DCO em relagdo aos grupos DCS, DLO e DSO no tecido

adiposo mesentérico (Figura 19B).
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Figura 19: Numero de linfocitos infiltrados no tecido adiposo parametrial (A) e no tecido adiposo
mesentérico (B) por campo de 40x nos diferentes grupos experimentais apds 26 semanas
de tratamento dietético. O numero de animais por grupo foi 5. *DSO vs DSS (p<0,05);
DCO vs DCS, DLO e DSO (p<0,001), teste de Bonferroni. A interacdo entre dietas e
tratamento cirdrgico responde por aproximadamente 18,9% e 20,39%, respectivamente,

do total da variancia.
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6 DISCUSSAO

Os animais submetidos ao procedimento da ovariectomia e alimentados com
a dieta hiperlipidica foram aqueles que apresentaram o maior ganho de peso e peso
final dentre todos os grupos experimentais, demonstrando assim o efeito somado
destas varidaveis. A associacdo entre a falta do estrégeno e o aumento da
adiposidade ja é bem estabelecida. O estrogeno possui efeito central na ingestao
alimentar e no gasto energético cujo balanco se reflete na deposicao de gordura e
consequente elevacao do risco de doencas metabdlicas (COOKE & NAZZ, 2004).

Apesar das dietas hiperlipidica e hipersacaridica serem ambas
hipercal6ricas, apenas a hiperlipidica determinou aumento do peso final e do ganho
de peso nos animais, estando em acordo com os achados de Sweazea et al (2010).

O maior ganho de peso corporal apresentado pelos grupos DLS e DLO
provavelmente deveu-se a maior ingestdo energética destes grupos, ja4 que o
consumo alimentar em gramas nao diferiu entre os grupos experimentais. Este
resultado difere dos observados por Butera (2010) e West & York (1998) que
associaram a hiperfagia os efeitos do estrogeno e de dietas hipercaléricas,
respectivamente. Portanto, considerando-se que o balanco energético é a relagéao
entre a quantidade de energia consumida e o gasto energético total (metabolismo
basal, termogénese, atividade fisica), espera-se que na auséncia de disfuncdes
fisiologicas o maior ganho de peso nos grupos DLO e DLS seja o reflexo de um
consumo de energia superior ao gasto energético (SPIEGELMAN & FLIER, 2001).

Apesar de o grupo DLO ter apresentado alteracao significativa do peso
corporal, também os grupos DLS e DSS demonstraram maiores consumos
energéticos, porém com peso final inferior ao apresentado pelo grupo DLO. Isto
provavelmente ocorreu devido a presenca do estrégeno nestes grupos (DLS e DSS),
pois ainda que a ingestdo energética se apresentasse maior, a presenca do
estrogeno pode ter colaborado para manutencdo do gasto energético nesses
animais, resultando em peso final menor. Alteracbes no balango energético
associadas a auséncia de estrogeno ja foram relatadas em camundongos

ovariectomizados e em mulheres na p6s-menopausa (ROGERS et al., 2009).
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A associacao entre dieta hiperlipidica e ovariectomia também determinou
aumento na deposicao de gordura visceral no grupo DLO. Apesar da alta incidéncia
de gordura abdominal ser comumente associada a sindrome metabdlica, os
mecanismos causais que determinam esta correlacdo ndo estdo totalmente
elucidados. Os mecanismos propostos para esta relacdo foram revisados por
Després et al (2008) e envolvem a intensa atividade lipolitica observada na gordura
visceral, que contribui para a resisténcia a insulina e para a deposicao ectépica de
gordura no parénquima hepatico, devido ao maior fluxo de acidos graxos pela

circulacao portal.

O aumento da pressao arterial sistolica observado nos animais do grupo
DLO, ao final do experimento, pode estar associado aos efeitos da falta do
estrogeno neste grupo experimental, pois este atua sobre células do tecido vascular
promovendo a vasodilatagdo mediada por sua acdo nos canais i6nicos e sobre a
sintese do NO (SUDHIR et al.,, 1996; HUANG et al., 1997). Sabe-se que o0s
estrogenos também possuem efeito negativo sobre a densidade de receptores AT1
(Receptores tipo 1 da angiotensina) nas células de alguns tecidos (LABORDE et al.,
2004), e que a ativacao deste tipo de receptor exerce um papel chave na regulacédo
da pressao arterial e da homeostase vascular (NICKENIG et al., 1998).

A elevacao nos niveis presséricos observado no grupo DLO, também pode
estar associada aos efeitos da obesidade (DOBRIAN et al., 2001) e da falta do
estrogeno sobre a vasodilatacdo mediada pelo NO, visto que, estas condigdes,
podem determinar aumento na geracdo de ROS e consequente redugcdo na
biodisponibilidade deste vasodilatador. Strehlow et al (2003) relacionaram os efeitos

vasoprotetores do estrogeno as suas propriedades antioxidantes.

A obesidade também pode contribuir para um estado pré-hipertensivo devido
a capacidade de expressao pelos adipécitos do peptideo vasoativo, angiotensina Il,
que contribui localmente para a regulagdo da diferenciacdo dos adipdcitos, bem
como do metabolismo lipidico (CAMPBEL, 1987; KARLSSON et al., 1998).

Ademais, estudos paralelos realizados com 0s mesmos animais
experimentais revelaram alteracdo do sistema de peptideos natriuréticos, com a
reducao dos niveis de ANP e o aumento da expressdo de NPr-C no grupo DLO,

sendo este fator importante para justificar a elevacao pressorica observada neste
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grupo. A dieta hiperlipidica e a ovariectomia podem promover mudancgas
cardiovasculares similares aquelas observadas em humanos e mostram um provavel
mecanismo que liga funcao cardiaca enddécrina e obesidade, que podem contribuir
para hipertensao. O estrogeno afeta o sistema de peptideo natriurético por aumentar
a expressao génica e estimular a producao de ANP (ANDRADE et al., 2011).

Por outro lado, o aumento da expressdao de NPr-C no tecido adiposo de
ratas ovariectomizadas alimentadas com dietas hiperlipidicas também pode
neutralizar os efeitos natriuréticos e vasodilatadores dos peptideos natriuréticos e
entdo promover o desenvolvimento da hipertensdo (ANDRADE et al., 2011).

O monitoramento da homeostase da glicose foi realizado por meio da
avaliacao conjunta da glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose, dosagens
plasmaticas de insulina e calculo do indice HOMA-IR.

Apesar de nao terem sido observadas alteracbes na glicemia de jejum
decorrentes do consumo de dietas hipercaléricas e da ovariectomia, a curva de
tolerdncia a glicose, bem como a area sob a curva, indicaram um quadro de
resisténcia a insulina nos grupos DLS, DLO, DSS e DSO. As maiores areas sob a
curva de tolerancia a glicose nestes grupos, provavelmente decorreram dos
elevados picos glicémicos observados 30’ apds a sobrecarga de glicose e a
incapacidade de retorno da glicemia aos valores basais apés 90’.

De acordo com Schianca et al (2003), os valores de glicemia de jejum e de
glicemia ap6s sobrecarga de glicose (teste de tolerdncia a glicose) tém
interpretagdes diferentes. E possivel observar alteracées na glicemia de jejum e na
tolerancia a glicose isoladas ou associadas. As elevagdes na glicemia de jejum
dependem primariamente de um defeito na secrecdo de insulina, enquanto as
alteracées na glicemia apdés sobrecarga de glicose revelam um quadro de
resisténcia a insulina. Exatamente porque esses valores mensuram diferentes

alteragdes, eles devem ser avaliados em combinagéo.

A hiperinsulinemia observada no grupo DLO também pode indicar um estado
de reducao da sensibilidade a insulina nestes animais. Nesta situagao, as células B
pancreaticas aumentam a secrecao deste horménio, de forma compensatoria, para
superar a resisténcia e manter a euglicemia (OLEFSKY & GLASS, 2010). Apesar da

elevagdao dos niveis plasmaticos de insulina, observou-se no grupo DLO a
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incapacidade retorno da glicemia aos valores basais 90° ap6s a sobrecarga de
glicose, reforcando a hipdétese de diminuicdo da tolerancia a glicose devido a

resisténcia aos efeitos da insulina.

Nao foram observadas alteracées no perfil bioquimico plasmatico (glicose,
colesterol total e triglicerideos) nos animais dos grupos DSS, DSO e DLO apesar
dos indicios de resisténcia a insulina nestes grupos fornecidos pelos testes de
tolerancia a glicose ou pela hiperinsulinemia. Sabendo-se que a acao da insulina
sobre os tecidos muscular esquelético, adiposo e hepatico estabelece respostas
determinantes para os niveis de glicose, lipidios e outros metabdlitos na circulacao,
devido a regulagao da oxidagao e da estocagem dessas moléculas (TAUBES, 2009),
acredita-se que a resisténcia a insulina observada nestes grupos encontrava-se em
estagios iniciais ou ainda de baixa intensidade ou sob a acdo de mecanismos

compensatérios.

Ademais, além da agdo no metabolismo intermediario, a insulina exerce
efeitos sobre os sistemas nervoso, renal e cardiovascular. A hiperinsulinemia
observada no grupo DLO também pode, em parte, explicar o aumento da pressao
arterial deste grupo, devido a elevacado da resisténcia vascular periférica, aumento
da retencdo de so6dio e estimulo sobre o sistema nervoso simpético
(COLUSSI et al., 2007).

A avaliacdo da homeostase da glicose pelo calculo do indice HOMA-IR,
considerando-se o valor de “cut-off” de 2,7 (GELONEZE et al.,2009), ratificou o
quadro de resisténcia a insulina grupos DSS e DSO, inicialmente apontado pelo
teste de tolerancia a glicose, ainda que na auséncia de um aumento significativo da
insulina plasméatica. Para o grupo DLO, o indice HOMA-IR, a hiperinsulinemia, a
area sob a curva e a resposta glicémica nos tempos 60’ e 90’ do teste de tolerancia
a glicose podem, em conjunto, indicar o desenvolvimento do quadro de resisténcia a
insulina. Nesses animais, o aumento do peso e da adiposidade visceral (GRILL &
QVIGSTAD, 2000; GABRIELY et al.,2002; MOOK et al.,, 2004;) bem como, a
auséncia do estrégeno (CARR, 2003; LOBO, 2008) podem ter resultado em um

consequente prejuizo na resposta periférica a insulina.

Os efeitos isolados da dieta hiperlipidica sobre a resisténcia a insulina nao

foram observados a partir da analise do valor do HOMA-IR do grupo DLS, ao
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contrario da dieta hipersacaridica que determinou aumento na resisténcia a insulina
tanto nos animais sham (DSS), quanto nos ovariectomizados (DSO). No grupo DLS,

a presenca do estrégeno pode ter determinado melhora na sensibilidade a insulina.

A esteatose hepatica de grau 1 foi observada apenas nos grupos DLS e
DLO, demonstrando o impacto da dieta hiperlipidica, isolada ou associada a
ovariectomia, sobre o tecido hepatico. O desbalanco entre a recaptagao, sintese,
oxidacao e secrecao de lipideos pelo figado contribuem para o desenvolvimento da
esteatose e anormalidades metabdlicas como a resisténcia a insulina, conforme
revisado por Almeda-Valdés et al (2009). No grupo DLO, os niveis aumentados de
insulina também podem contribuir para a esteatose observada, pois a exposicao do
figado a altos niveis deste horménio é descrita por Gauthier et al (2006) como
determinante para o rapido desenvolvimento da esteatose hepatica.

A deposicado ectépica de gordura verificada neste modelo de obesidade
pode justificar a resisténcia a insulina desenvolvida pelos grupos DLS e DLO,
conforme a teoria da lipotoxicidade, que indica a sobrecarga de lipideos como
evento precipitante para a resisténcia a insulina jA que na obesidade, o tecido
adiposo passa a apresentar limitagcdes para sua continua expansao e os lipidios sao
entdo acumulados em outros tecidos.

Ademais a deposicao ectdpica de gordura pode causar resisténcia a
insulina, complicacées cardiovasculares e outros efeitos lipotdxicos, como a
apoptose (VIRTUE & VIDAL-PUIG, 2010), pois 0 aumento de acidos graxos livres
liberados do tecido adiposo leva ao acumulo de gordura, principalmente no figado e
no musculo esquelético sob a forma de DAG. A molécula de DAG trabalha tanto
como um intermediario de estoque de gordura como uma molécula sinalizadora, que
inibe a sinalizagao da insulina por meio da ativacao de algumas isoformas da PKC e
serinas quinases (ERION & SHULMAN, 2010).

No grupo DCO, a ovariectomia isoladamente ndo determinou esteatose
hepatica, diferentemente do observado por Paquete et al (2009), quando a remogao
do estrogeno diminuiu a taxa de oxidacado de acidos graxos em, cerca de, 34% no
figado de ratas ovariectomizadas, contribuindo para o aumento do conteudo
hepético de TAG e esteatose.

A infiltracdo gordurosa predominantemente microvesicular apresentada
pelos grupos DSS e DSO diferiu do padrao macrovesicular predominante dos grupos
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DLO e DLS. Apesar de o escore de Brunt para esteatose considerar apenas a
contagem de macrovesiculas, a presenca aumentada de microvesiculas nos animais
recebendo dietas hipersacaridicas também pode indicar indiretamente, aumento da
deposicao lipidica no parénquima hepatico (BHATHENA et al., 2003).

A presenca da esteatose vista nos grupos DLS e DLO esta em acordo com o
estudo de Gauthier et al (2006) que demonstra que o desenvolvimento da esteatose
hepatica esta mais associado a modelos de obesidade induzida por dietas do que
com a idade, e que as dietas hiperlipidicas podem determinar esteatose hepatica por
um mecanismo diferente daqueles induzidos por dietas ricas em sacarose. Também
€ sugerido por esses mesmo autores que o conteudo de gordura hepatico esta mais
relacionado a quantidade de gordura na dieta e com os niveis de AGLs circulantes
do que com o0 ganho de peso.

O numero de macréfagos/mondcitos infiltrados no parénquima hepatico
revelou um status inflamatério local nos grupos submetidos as dietas hipercal6ricas.
O maior numero destas células inflamatérias no figado apareceu exatamente
naqueles grupos com as maiores infiltracdes lipidicas, seja pelo padrao micro ou
macrovesicular. A associacado da inflamacao local com a resisténcia a insulina, que
aparece também nos grupos DSS, DSO, DLS e DLO, pode também ser justificada
pela teoria da inflamagdo, onde as citocinas liberadas pelos macréfagos/mondcitos
(TNF-a, IL-6, IL-1B) podem ativar enzimas quinases (JNK, IKKB, serinas quinases)
que ativam fatores de transcricdo de genes pré-inflamatérios e podem atuar
diretamente sobre a fosforilagcdo dos IRS, interferindo com a acado normal da
insulina, criando um estado de resisténcia celular (HOTAMISLIGIL et al, 1994;
ZEYDA & STULNIG, 2007; GOLLISCH et al., 2009; OLEFSKY & GLASS, 2010).

Ademais, os grupos DLS e DLO parecem desenvolver um quadro de
esteato-hepatite, em funcédo da presenca da esteatose concomitante a infiltracdo de
macréfagos/mondcitos no paréquima hepatico, sendo esta a forma mais séria de
dano hepatico que pode levar progressivamente a fibrose até a cirrose (LIU et al.,
2010). A concentracao de microvesiculas hepaticas apresentou correlagéo positiva e
elevada com a infiltragdo de macréfagos/monécitos no parénquima hepatico (r=0,81,
p=0,0507). Apesar das microvesiculas ndo serem consideradas pelo escore de Brunt
para esteatose hepatica, a correlacdo destas com a infiltracdo inflamatoria
observada sugere que este parametro seja um importante fator no desenvolvimento

da esteato-hepatite.



69

A infiltracdo macrofagos/mondcitos e linfécitos apresentada nos animais
recebendo dieta hipersacaridica, mesmo na auséncia da esteatose e de obesidade,
pode ter contribuido para a resisténcia a insulina observada. A correlacédo de
Pearson calculada entre infiltracdo de macrofagos e area sob a curva do teste de
tolerancia a glicose mostrou correlagdo positiva elevada (figura 14), confirmando
esta hipétese (r=0,9366, p=0,0059).

O papel critico das células inflamatérias infiliradas no parénquima hepatico,
células de Kupffer, na patogénese da esteatose e da resisténcia a insulina foi
comprovado em modelos experimentais onde reducdo da atividade destas células,
no parénquima hepatico, melhora o perfil metabdlico e a sensibilidade a insulina
(HUANG et al., 2010).

Neste modelo de obesidade induzida por dieta em ratas ovariectomizadas ou
nao, os niveis de TNF-a determinados no soro de todos os animais foram quase
indetectaveis e nao significativos. Estes resultados sdo semelhante aos obtidos por
Hotamilisgil et al (1995) e de Gollisch et al (2009). Isto pode descrever um modelo
cuja inflamacao sistémica nao se desenvolveu, pelo menos no periodo analisado. O
aumento dos niveis sanguineos de TNF-a tem sido registrado na obesidade e em
estados de resisténcia a insulina, aumentando a possibilidade desta citocina, alterar
a sensibilidade a insulina em outros tecidos através de um efeito enddcrino, por
alterarem a sua sinalizagdo e interferirem na recaptacdo da glicose
(HOTAMISLIGIL et al., 1994; OLEFSKY & GLASS, 2010).

Embora alguns érgdos metabolicamente ativos, como o figado e o musculo,
exercam papeéis importantes, o tecido adiposo aparece como o central e primaria
fonte e sitio da inflamagdo (BOULOUMIE et al., 2008).

O padrao de infiltracdo de macréfagos/monécitos apresentado pelo tecido
adiposo no grupo DLO foi caracterizado pela presenga aumentada de estruturas do
tipo “crown-like” ao redor dos adipdcitos. Cinti et al (2005) demonstraram que cerca
de 90% dos macréfagos infiltrados no tecido adiposo em humanos ou camundongos
obesos encontravam-se organizados em estruturas do tipo “crown-like” ao redor de
adipécitos mortos sendo considerado um marcador de inflamacgdo cronica. A
presenga de estruturas “crown-like” tem sido observada principalmente nos
depositos de gordura visceral quando comparados com os depdsitos subcutaneos
(MURANO et al., 2008).
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Também nos grupos DCO e DLS observou-se aumento no niumero destas
estruturas quando comparados ao grupo controle (DCS), representando um efeito
isolado da ovariectomia e da dieta hiperlipidica sobre a inflamacao no tecido adiposo
visceral. A dieta hiperlipidica demonstrou maior impacto sobre a inflamag¢do do
tecido adiposo que a dieta hipersacaridica, ja que o grupo DLS apresentou maior
formacao de estruturas do tipo “crown-like” que o grupo DSS, tanto no tecido
adiposo parametrial quanto no mesentérico.

O numero de linfécitos que infiltram o tecido adiposo é menor que o de
macréfagos/mondécitos. Isso pode ser explicado pela duracdo do tratamento
dietético. No estudo de Kintscher et al (2008), os animais eram analisados quanto a
resisténcia a insulina com 5 semanas de tratamento dietético, e o tecido adiposo
deste animais apresentava infiltragdo de linfocitos, mas ndo de mondcitos. No
presente estudo a analise foi feita ap6s 26 semanas de tratamento dietético, e talvez
por isso, a fase precoce da infiltracdo de células inflamatérias pode nao ter sido
avaliada, aparecendo somente os resultados da fase mais tardia, revelando que,
neste periodo, os macrofagos/mondcitos parecem ser as principais células
inflamatérias responsaveis pela resisténcia a insulina.

Apenas o grupo DCO apresentou aumento na infiltragdo de linfocitos no
tecido adiposo mesentérico em relagdao aos grupos DCS, DLO e DSO possivelmente
indicando uma fase mais precoce da infiltragdo inflamatéria. De acordo com o estudo
de Kintscher et al (2008), os linfécitos sdo as primeiras células inflamatérias a
infiltrarem o tecido adiposo visceral de camundongos alimentados com uma dieta
rica em gordura, antes mesmo do aparecimento dos macréfagos. Os linfécitos, uma
vez atraidos para dentro do tecido adiposo, passam a sintetizar e liberar
INFy (Interferon gama) que pode estimular os pré-adipocitos a secretar MCP-1,
facilitando a atracdo de mondcitos que ocorre em estagios mais tardios da

resisténcia a insulina induzida pela obesidade.
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7 CONCLUSAO

No modelo experimental estudado a associacao da dieta hiperlipidica com a
ovariectomia determinou aumentos significativos no peso corporal, no depdsito de
gordura visceral, pressao arterial sistolica, resisténcia a insulina, esteatose hepatica
e padrao inflamatério nos tecidos adiposo visceral e hepatico, portanto reproduz as
principais alteragbes metabdlicas e inflamatérias associadas a obesidade e a
reducao dos niveis plasmaticos de estrogeno.

A dieta hipersacaridica determinou alteragdo na sensibilidade a insulina, na
deposicao ectépica de gordura no figado e no padrao inflamatério hepatico sem
associacao com aumento de peso corporal ou de gordura visceral, sendo um modelo
util para estudo destas alteragdes de forma independente da obesidade.
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