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RESUMO

Obesidade é uma doenca cronica de dificil manejo e estd associada a fator
predisponente e coexistente com doencas cardiovasculares, metabdlicas e neurais,
tornando-se um grave problema de salde publica. Dietas hiperlipidicas tém sido
comumente utilizadas em modelos animais com a finalidade de investigar as
possiveis consequéncias promovidas pelo ganho de peso excessivo em seres
humanos. O presente trabalho avaliou a evolu¢cdo do ganho de peso, os parametros
bioguimicos séricos, a morfologia de 6rgdos e tecidos como figado, rins e
mesentério em ratos da linhagem Wistar alimentados com uma dieta hiperlipidica.
Para isso, vinte ratos foram separados em dois grupos. O grupo controle recebeu
dieta balanceada, enquanto que o grupo experimental recebeu dieta hiperlipidica. As
dietas e a agua foram oferecidas ad libitum por um periodo de 11 semanas. Apos o
periodo experimental, os animais foram sacrificados para as analises bioquimicas e
histol6gicas. De acordo com o indice de Lee, ratos do grupo experimental se
tornaram obesos. Além disso, apresentaram 61% mais gordura visceral, comparado
ao controle. As analises histoldgicas mostraram que animais do grupo experimental
apresentam alteracbes histolégicas como esteatose hepatica acentuada,
hialinizacdo renal e aumento da vasculatura mesentérica. Dados bioquimicos
mostraram que animais do grupo experimental apresentam niveis significativamente
menores de colesterol total, LDL, HDL, uréia, TGO e TGP, quando comparado ao
grupo controle. As andlises de urina revelaram altos niveis de proteinas, cetonas,
além de hemécias integras e leucdécitos na urina do grupo experimental. Nos
sedimentos urinarios foram encontrados cilindros hialinos e leucocitarios compativeis
com as alteracbes renais observadas para o0 grupo experimental. Os dados
apresentados mostraram que ratos alimentados com a dieta hiperlipidica podem
apresentar alteracGes bioquimicas e histolégicas. Além disso, o estudo sugere que 0
uso prolongado de dietas ricas em lipideos contribui para o estabelecimento de
desordens metabdlicas e histoldgicas, comprometendo a homeostase do organismo.
Palavras - chave: dieta hiperlipidica; ratos Wistar; obesidade; alteracbes

bioguimicas e histologicas



ABSTRACT

Obesity is a chronic disease unwieldy and is associated with predisposing factor and
coexisting with cardiovascular, metabolic and neural diseases, making it a major
public health problem. High fat diet has been commonly used in animal models in
order to investigate the possible consequences promoted by excessive weight gain in
humans. In this study evaluated the evolution of weight gain, serum biochemical
parameters, as well as the morphology of organs and tissues such as the liver,
kidneys and mesentery in Wistar rats fed a high fat diet. For this twenty rats were
separated into two groups. The control group received a balanced diet, while the
experimental group received high fat diet. The diets and water were offered ad
libitum for a 11 week period. After the experimental period, the animals were
sacrificed for biochemical and histological analysis. According to Lee index, the
experimental group mice became obese. In addition, 61% had more visceral fat
compared to the control. Histological analysis showed that animals in the
experimental group have marked histological changes as hepatic steatosis, renal
hyaline and increased mesenteric vasculature. Biochemical data showed that
animals in the experimental group had significantly lower levels of total cholesterol,
LDL, HDL, urea, TGO and TGP, when compared to the control group. Urine analysis
revealed high levels of proteins, ketones, addition of intact erythrocytes and
leukocytes in urine in the experimental group. In urinary sediments it was found
hyaline and leukocyte cylinders compatible with renal changes observed in the
experimental group. The data showed that rats fed a high fat diet can provide
biochemical and histological changes. Moreover, the study suggests that long term
use of diets rich in lipids contributes to the establishment of metabolic and
histological disorders affecting the homeostasis of the organism.

Key - words: fat diet; Wistar rats; obesity; biochemical and histological changes
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1 INTRODUCAO

Os habitos e estilos de vida adotadas pela sociedade moderna fazem com
que as pessoas optem por refeicbes rapidas e de alta densidade energética. Essas
dietas comumente sdo de origem industrial e elaboradas a partir de gorduras
saturadas, conservantes, sodio, acucares dentre outros, que quando consumidos
com muita frequéncia e em grandes quantidades podem acarretar problemas a
saude como a obesidade (BRASIL, 2014).

A obesidade é ocasionada pelo consumo excessivo de energia e diminuicao
do gasto energético, sendo considerada uma doenca crbnica, multifatorial e de baixo
grau inflamatério (ISMAIL et al., 2011). Além disso, contribui para a ocorréncia de
doencas cronicas como hipertensdo, hipercolesterolemia e diabetes tipo 2,
comprometendo a qualidade e a expectativa de vida (BRASIL, 2014; ZHANG et al.,
2014).

Atualmente, a obesidade tornou-se uma ameaca para a saude publica global,
pois suas consequéncias representam a maior taxa de morbimortalidade no mundo
(ZHAO et al., 2013). Segundo o Ministério da Saude, entre os anos de 2012 a 2014
houve uma estagnacdo na porcentagem de obesos no pais (BRASIL, 2015).
Entretanto, dados do mesmo Ministério mostram um aumento crescente nas taxas
de sobrepeso dentro da populacéo brasileira (BRASIL, 2015).

Segundo Desai et al. (2013), fatores genéticos associados a habitos
alimentares maternos podem contribuir para a obesidade na fase adulta. A
predisposicdo genética para a obesidade ocorre pelas alteracbes durante a
formacdo fetal, com mudancas em células adiposas e diferenciacdo das mesmas.
Essas alteracdes geram problemas além da obesidade, como resisténcia a insulina
e dislipidemia (DESAI et al., 2013). Por essa razdo, um ambiente fetal saudavel é de
suma importdncia, na prevencdo de doencas metabdlicas (TARANTAL e
BERGLUND, 2014).

A obesidade esta relacionada com um elevado indice de massa corporal
(IMC), inatividade fisica, fatores psicologicos, ingestdo, comportamento alimentar e
diferente expressdo do gene polimorfo FTO (HARBRON et al., 2014). A obesidade
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relaciona-se também a ocorréncia de distarbios enddcrinos, diferentes estimulos na
atividade cerebral e mudanca nessa estrutura neural (ZHANG et al., 2014).

O cérebro atua no equilibrio do consumo de energia e controle de peso,
diminuindo o metabolismo e o consumo alimentar (WHITING et al., 2013). O excesso
do consumo dietético em animais aumenta a disfuncdo e degeneracdo do sistema
nervoso central, e em pessoas obesas altera as estruturas da regidao de
recompensa, modificando seu processamento e controle comportamental
(KARLSSON et al., 2013).

O consumo de dietas hipercaléricas sé@o fatores causais para a obesidade e
suas comorbidades (HARBRON et al., 2014). Essas dietas levam ao acumulo de
triglicerideos intra-hepaticos, alteram o metabolismo e aumentam a probabilidade de
ocorrer resisténcia a insulina e diabetes melittus tipo 2 (KOOPMAN et al., 2014).

As dietas quando ricas em gorduras saturadas induzem efeitos deletérios
maiores em relacéo aos niveis de lipideos séricos, resisténcia a insulina, quadros de
esteatose nao alcoolica, ganho de peso, indicadores de estresse e imunologico de
células hepdticas (ZHAO et al.,, 2013). Essas dietas associadas a carboidratos
simples levam a alteragcbes no mecanismo sacietogénico de ratos, promovendo
mudancas no perfil lipidico do sangue e alteragbes na microbiota intestinal
(JURGONSKI, JUSKIEWICZ, ZDUNCZYK, 2014).

O consumo de dietas hiperlipidicas reduz os niveis de lipoproteinas de alta
densidade (HDL - High-density lipoprotein), aumentam os de lipoproteina de baixa
densidade (LDL - Low-density lipoprotein) e colesterol, promovem o0
desenvolvimento e progressédo do cancer de prostata, aumentando o risco deste e
de outros carcinomas (LAWRENCE, 2013; XU, et al., 2015). Além disso podem levar
ao acumulo de gordura hepatica, alterar composicao corporal e peso (ROSQVIST et
al., 2014). Entretanto, esses maleficios ndo sdo encontrados quanto ao consumo
elevado de gorduras insaturadas. As mesmas mostram beneficios em relacdo a
doencas crbnicas e inflamatérias, reduzem a oxidacdo do DNA e regulam a
concentracéo sérica de colesterol e oxidagcéo de LDL (EL-KHOLY et al., 2014).

As fontes lipidicas insaturadas, tém melhores resultados dos niveis
plasmaticos da inflamacéo, lipidicos e reduzem o risco de doengas cardiovasculares
(RUTH et al.,, 2013; NETTLETON; LEGRAND; MENSINK, 2015). A dieta do

mediterrdneo, com elevadas concentracfes de lipidios insaturados, e seus efeitos
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anti-inflamatorios, antioxidantes e sacietongénicos, auxilia no tratamento de doencas
cardiovasculares, funcdes hepaticas e na prevenc¢do de doencas como a obesidade
e o diabetes (MAYNERIS-PERXACHS et al., 2014; GEORGOULIS; KONTOGIANNI;
YIANNAKOURIS, 2014; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2014). Segundo Grego et al.
(2014), essa dieta contribuiu positivamente para reducédo do IMC, melhorando
resisténcia a insulina, marcadores fisiopatoldgicos da obesidade e sensibilidade a
insulina (GRECO et al., 2014). Quando associada a atividade fisica, e
suplementacdo de 6mega 3, reduz a gordura corporal e abdominal, circunferéncia da
cintura, pressao arterial, insulina em jejum, triglicerideos e IL-6 (LDUNN et al., 2014).

As recomendacOes ideais para propor¢cdes de poli-insaturados,
monoinsaturados e saturados, priorizando gorduras dietéticas de boa procedéncia e
em quantidade correta sdo importantes, pois € a fonte lipidica consumida que
determina a extensao e consequéncia gerada a saude (LAZIC et al., 2014; MARINA
et al., 2014; ZHAO et al.,2013).

O consumo dietético pode ocasionar a obesidade, entretanto, outras causas
pertinentes a esta doenca, desencadeiam uma série de consequéncias afetando
figado, rim e microbiota intestinal. A microbiota intestinal, tem mudltiplas fun¢des,
exerce papeéis importantes relacionados ao metabolismo, atividade pro-inflamatéria,
resisténcia a insulina e peso corporal. A microbiota intestinal quando relacionada a
fatores ambientais e genéticos pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas como a obesidade (HUR e LEE, 2015; LECOMTE, et al.,, 2015;
LIVINGSTON e ZYLKE, 2012; ISMAIL et al., 2011).

A doenca renal quando relacionada a obesidade e outras doencgas cronicas
associadas (sindrome metabdlica), pode ter um desenvolvimento e progressao
avancado para o estagio cronico da doenca, mobilizando citocinas, reduzindo
adiponectina e aumentando leptina, influenciando assim o grau da inflamacéao
(NASHAR e EGAN, 2014). A obesidade contribui para alteracdes fisiologicas,
patologicas e anatémicas do rim. Essa relacdo, envolve fatores como sinalizagédo de
mediadores metabdlicos, resisténcia a insulina, dislipidemia, inflamacéo, estresse
oxidativo, resposta imune incorreta e alteracdo da hemodinamica renal (FELIZARDO
et al., 2014).

A obesidade pode ocasionar alteragcbes como a doenca hepatica nao

alcoolica, decorrente do acumulo de &cidos graxos, associados a dietas ricas em
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carboidratos ou &cidos graxos saturados (GREEN e HODSON, 2014). A mesma
acontece pelo excesso do consumo alimentar, assim o lipideo produzido e
consumido ndo tem uma distribuicdo suficiente para evitar o acumulo no figado,
levando a oxidacdo e logo promovendo o quadro de esteatose e resisténcia a
insulina. Outros fatores como o estresse do reticulo endoplasmatico e alteragBes em
vias metabdlicas também sdo citados quanto a patogénese da esteatose
(BIRKENFELD e SHULMAN, 2014).

Diante de causas e consequéncias da obesidade, além da preocupacéo
existe em paralelo uma tentativa de prevencdo e tratamento, com indmeras
intervencgBes, as quais variam sua eficdcia de maneira individual (MATARESE e
PORIES, 2014). Assim, uma orientacdo nutricional sobre os padrées que devem ser
seguidos para manutencdo da saude geral e mudanca de habitos, sdo fundamentais
(SARI-SARRAF et al., 2015).

O consumo adequado de carboidratos, acidos graxos em proporcdes corretas
de saturadas e insaturadas, consumo de frutas e verduras ricos em componentes
antioxidantes e préaticas de atividade fisica, reduzem niveis de inflamacdo e
expressdo de PCR, consequentemente ajudam a reduzir os riscos associados a
morbimortalidade publica (NIENABER-ROUSSEAU et al., 2014).

O presente estudo vem mostrar as possiveis consequéncias promovidas pelo
consumo excessivo de gorduras saturadas, ampliando o debate envolvendo dietas

hipercaloricas, habitos de vida e comportamentos saudaveis.
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2 HIPOTESE

O uso exacerbado de gorduras saturadas pode induzir obesidade, assim

como alterac6es bioquimicas e histoldégicas em ratos da linhagem Wistar.
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3 JUSTIFICATIVA

A proposta esta fundamentada na correlagcdo existente entre dietas
hipercaléricas e ganho de peso. Além disso, pretendemos investigar as principais
alteracdes metabdlicas e histologicas provocadas por uma dieta hiperlipidica em
ratos da linhagem Wistar, contribuindo para uma melhor compreensdo do tema

proposto.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral:

Analisar as possiveis alteracdes bioquimicas e histoldgicas, provocadas por
uma dieta rica em lipideos em ratos machos da linhagem Wistar.

4.2 Especificos:

Compreender e determinar o efeito da dieta hiperlipidica sobre os seguintes
parametros:

v" Avaliar o peso corporal, durante 11 semanas experimentais

v' Determinar o indice de Massa Corporal (IMC), através do indice de Lee

v' Coletar e pesar érgaos e tecidos como: figado, rins, testiculos, baco, coracéo,
cérebro, timo, musculo femoral, gordura perirenal e visceral

v Avaliar o consumo alimentar, pelo método de resto ingesta

v Quantificar os parametros bioquimicos para: glicose, triglicerideos, colesterol
total e suas fracbes, uréia, creatinina, proteinas totais, amilase, albumina,
CPK e transaminases (TGO e TGP)

v Analisar a histologia do figado, rim e mesentério

v Analisar a urina, pelo teste rapido de uroanalise e por uma analise qualitativa

dos sedimentos urinarios
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 Manejo de Animais

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade de Uberaba, sob o protocolo de nimero 036/2014 (ANEXO).

Para o desenvolvimento do projeto, foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade de Uberaba, 20 ratos Wistar machos com peso médio inicial de 129,29
+ 0,28g. Durante todo o experimento os animais foram mantidos no Biotério, & uma
temperatura de 22°C a 26°C, com um ciclo de iluminacdo de 12 horas claro e 12
horas escuro, com dieta e agua filtrada ad libitum. Os animais foram divididos em
dois grupos (experimental e controle) em caixas de polietileno contendo 5 animais.

Os grupos foram separados de acordo com a dieta oferecida. Para o grupo
controle foi ofertada dieta padrdo balanceada AIN-93G (RHOSTER®; Sado Paulo;
Brasil) e o grupo experimental recebeu a dieta hiperlipidica.

A dieta do grupo controle, € uma dieta comercial (AIN-93G), que fornece
394,8 kcal a cada 100g consumidas.

Tabela 1. Composicéo da dieta AIN-93G

Ingredientes Quantidade (g) Kcal %
Amido 39,75 251,8 63,88
Maltodextrina 13,2

Aclcar 10

Caseina 20 80 20,26
Oleo de soja 7 63 15,95
Fibra 5

L-cistina 0,3

Bitartarato de Colina 0,25

Tert-butilhiroquinona 0,0014

Vitamina 1

Mineral 3,5

Composicao obtida a partir de informacdes do fabricante.

A dieta experimental foi preparada no laboratério de Biologia Celular e
Molecular da Universidade de Uberaba. Os ingredientes secos foram pesados em
balanca de precisdo (MARTE AL500C®; Séo Paulo; Brasil), com capacidade maxima

de 500 gramas. Ap0Os as pesagens, a banha foi colocada na batedeira industrial
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(LIEME BP-06®, Gastromag; Caxias do Sul; Rio Grande do Sul; Brasil) com
capacidade de 5 quilos, para sua homogeneizacdo por aproximadamente dois
minutos. Os ingredientes secos foram adicionados gradativamente. Depois de
misturar todos os ingredientes, a dieta permaneceu em movimento na batedeira por
5 minutos, posteriormente foi armazenada em formas plasticas descartaveis com
aproximadamente 90g de dieta. As dietas foram armazenadas a temperatura de —
20°C, sendo descongeladas previamente para utilizacao.

Para o grupo experimental foi oferecido uma dieta hiperlipidica a base de
banha de porco SADIA® (316011/108634-V71; 321891/108634-V71), caseina lactea
(RHOSTER®), aclcar (UNIAO®), fibra-celulose (RHOSTER®), L-cistina
(RHOSTER®), bitartarato de colina (RHOSTER®), colesterol (VETEC®) mix
vitaminico AIN-93G e mineral (RHOSTER®), fornecendo 721,9kcal a cada 100g.

Tabela 2. Composicéo da dieta hiperlipidica

. Quantidade Kcal %
Ingredientes
(9)
Banha de porco 68,7 618,3 85,65
Caseina 19 76 10,53
Acucar 6,9 27,6 3,82
Fibra 0,23
Mix Vitaminico 1,0
Mix Mineral (AIN 93G) 3,5
L cistina 0,3
Bitartarato de colina 0,25
Colesterol 0,12

Composicao centesimal, porcentagem e quilocalorias da dieta hiperlipidica.

O controle de peso foi realizado semanalmente, em balanca digital (FILIZOLA
P.3®; Sdo Paulo; Brasil) com capacidade de 3 quilos. A pesagem era realizada
individualmente, colocando um animal no interior de um recipiente plastico com
aproximadamente 100g, esse valor era descontado do peso do animal utilizando a
funcdo tarar da balanca.

A ingestdo dietética dos animais foi acompanhada, utilizando o método de
resto ingesta. A dieta, era ofertada ad libitum, 3 vezes por semana. Cada troca
anotava-se a quantidade ofertada, desconsiderando o peso do comedouro. A cada
nova oferta era realizada a higienizacdo do recipiente, anotando o resto nao
consumido. A soma dessas trocas era 0 peso do “resto” descontado do peso

“ofertado” que representa o consumo da semana dos animais.
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5.2 Uroanélise e sedimentos urinérios

Para as andlises de urina, os animais eram mantidos em gaiola metabdlica
por 24 horas, com oferta de 4gua e dieta ad libitum. A urina coletada era transferida
para tubos falcon e centrifugada (CELM LS-3 PLUS®, Sdo Caetano do Sul; Séo
Paulo; Brasil) & 1000 rpm durante 5 - 10 minutos. Em seguida com 50 pl da amostra
em uma lamina, foi realizada a identificacdo qualitativa dos sedimentos. Para a
uroanalise (UROFITA 10DLU®; Alere; Sdo Paulo; Brasil), foram utilizadas amostras
da 112 semana afim de obter resultados prévios, identificando alteracdes presentes e

possiveis casuisticas.

5.3indice de Lee

Para analise do IMC, com os animais anestesiados, medimos toda a extensao
nasoanal em centimetros, para obter valores de composi¢do corporal, com medidas
de peso e comprimento, utilizando assim o indice de Lee determinado pela seguinte
formula (NOVELLI et al., 2007):

indice de Lee = %/peso (g)/comprimento naso anal (cm)

Os valores de referéncia do indice de Lee, maiores que 0,3g/cm?3 indicam
obesidade (BERNARDIS e PATTERSON, 1968).

5.4 Eutanasia e coleta de sangue

Ao final da 112 semana de experimento, os animais foram mantidos em jejum
por 14 horas em gaiola metabdlica para o sacrifico. Os animais foram sacrificados
por aprofundamento da anestesia na cavidade peritoneal, utilizado o anestésico
Thiopentax diluido em salina tamponada.

Apos a completa anestesia os animais foram decapitados para coleta do

sangue em tubos especificos de dosagens e centrifugados por 10 minutos a uma
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velocidade de 2500 rpm, com isso o soro foi aliguotado em duplicata e armazenado
a -20°C em eppendorf para andlises bioquimicas. Em seguida, foi realizado a
laparotomia, retirando primeiramente o mesentério. Assim, o sistema foi “lavado”
com salina prosseguindo com perfusédo de formol tamponado 10%, afim de explorar

todo o sistema para a coleta dos 6rgéos, tecidos e gorduras.

5.5Coleta e pesagem de 6rgéos, tecidos e gorduras

Os 6rgaos: figado, rins, testiculos, baco, timo, coracdo e cérebro, 0 musculo
femoral e gorduras perirenal e visceral dos animais foram retirados e pesados em
balanca digital (GEHAKA BG400®; Sado Paulo; Brasil) com precisdo de 0,005
gramas. O peso de cada 6rgédo foi expresso em g/100g de peso corporal do animal.
Todos os 6rgdos foram colocados em frascos previamente identificados contendo

formalina 10% para analises histolégicas. As gorduras foram desprezadas.

5.6 Processamento Histoldgico

Para analises histolégicas, foram utilizadas laminas silanizadas (3-
aminopropyltriethoxysilane - SIGMA®) e selecionados figado e rim esquerdo de
todos os animais. No figado foi retirado do I6bulo maior, uma porcdo que
compreende do meio a extremidade, de aproximadamente 4 mm. Para 0s rins, um
corte mediano foi realizado apds fixacdo, para evidenciar as estruturas corticais e
medulares do érgdo. Em seguida foi realizado o processamento histolégico, onde os
fragmentos (figado e rins) foram lavados em &gua corrente por 2 horas, para retirar o
excesso de formol. Os fragmentos passaram por desidratacdo em série crescente de
etanol, organizados da seguinte forma: &lcool (DINAMICA QUIMICA
CONTEMPORANEA®) 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, por nove minutos cada e
poténcia 20 no micro-ondas. Posteriormente seguiu para a etapa de diafanizacdo em
Xilol (&lcool xilol, xilol I, 11 e I11I) (NEON®), 25 minutos cada.

Os fragmentos foram submetidos a banho de parafina (HISTOSEC PASTILHA
MERK®) em estufa (QUIMIS Q-316.22%; Diadema; Séo Paulo; Brasil) a 60°C, por 2
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horas. Em seguida esses fragmentos foram incluidos em parafina, obtendo-se o
bloco de parafina. Foram realizados 10 cortes seriados com 5um de espessura, com
o auxilio do micrétomo (LEICA RM 2145®; Ramsey; USA). Os cortes foram
colocados em banho maria (CINTERQUAL BH2015®; Lupetec; Settbal; Portugal)
aproximadamente a 40°C, sendo “pescados” 2 cortes em cada lamina identificada
com as informagdes do animal e 6rgdo. As laminas foram transferidas para a platina
aquecedora (OLIDEF CZ V.V®; Ribeirdo Preto; S&do Paulo; Brasil), onde
permaneceram por 1lh para fixacdo do corte a 40°C. Para a coloracdo por
Hematoxilina e Eosina, a parafina foi eliminada com banhos sucessivos de xilol I, I,
Il (NEON®) e em seguida hidratados com série de etanol em teor decrescente de
alcool absoluto I, 11, Il e alcool 95%(Dinamica QUIMICA CONTEMPORANEA®), até
a agua corrente por 5 minutos cada banho, em seguida o fragmento foi corado com
hematoxilina (50 segundos), lavado em &gua corrente por 5 minutos e corados com
Eosina (50 segundos). Apos foram desidratadas em trés banhos de alcool absoluto
por 5 minutos cada seguido de trés banhos de xilol também por 5 minutos cada
banho. Ao final as laminas foram montadas usando Entelan (SIGMA®) e secaram em
temperatura ambiente para a andlise histopatologica.

O mesentério retirado, foi colocado em uma placa de parafina, com auxilio de
alfinetes e desidratado com formol tamponado 10% por 20 minutos, logo em seguida
foram corados com azul de toluidina por 15 minutos. Apés, o tecido foi cortado e
colocado em laminas levando para secar em estufa (ODONTOBRAS ECB3®; Santa
Catrina; Brasil) a 37°C - 40°C, overnight. Em seguida, foi retirado o excesso do
tecido prosseguindo com a fixacdo do corte, nas seguintes etapas: alcool 75% (60
segundos), alcool 90% (60 segundos), alcool absoluto (90 segundos) (DINAMICA
QUIMICA CONTEMPORANEA®; Diadema; S&o Paulo; Brasil), xilol 1 (1 minuto), xilol
2 (2 minutos) e xilol 3 (3 minutos) (NEON®; Sdo Paulo; Brasil). Por fim, as laminas
foram montadas com Entelan (SIGMA®; EUA).

A analise das laminas foi realizada com auxilio de um microscopio de luz
(AXIOSKOT ZEISS®; Berlim; Alemanha), e as imagens foram capturadas utilizando
uma camera digital Axion Cam. Para a analise dos cortes histologicos foi usado o
software Axion Vision Rel 4.8.2. As laminas foram observadas em diferentes
aumentos, em busca da ocorréncia de esteatose no caso do figado. Para determinar

a porcentagem de comprometimento do 6rgéo foi utilizado o método dos quadrantes
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adaptado (Burlamaqui et al., 2011), adotando quatro classifica¢des: auséncia (0% de
comprometimento); discreta (25% - 50% de comprometimento); moderada (50% -
75% de comprometimento) e acentuada (mais de 75% de comprometimento). A
analise dos rins foi realizada mediante a presenca ou auséncia de alteracdes
histologicas nas amostras. Para a analise do mesentério, foi adotado uma anélise
guantitativa com aumento de 10x, capturando imagens de 10 campos em cada

lamina, no programa Image J.

5.7 Analise Bioquimica

Para realizacdo das dosagens bioquimicas foi utilizado o equipamento de
automacgdo do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario Mario
Palmério, modelo Hitachi 917, este é utilizado para dosagem de metabdlitos e
analitos presentes no soro humano e em sistema experimental.

As dosagens foram realizadas com reagentes da marca BIOTECNICA® - S&o
Paulo. Foi verificado junto ao fabricante que ndo ha restricdo quanto a técnica nem
ao procedimento analitico para amostras biolégicas de ratos.

Em todas as dosagens foi feita uma curva de calibragdo com as amostras
fornecidas pelo fabricante.

Dosagens de glicose: foi realizada com Kit diagndstico laboratorial,
empregando o método Enzimatico da Glicose oxidase, segundo informagfes do
fabricante (TRINDER, 1969; BARHAM e TRINDER, 1972; WESTGARD et al., 1981,
YOUNG, 2000).

Dosagens de triglicerideos: foi realizada com Kit diagnostico laboratorial,
utilizando-se o sistema lipase lipoproteica/ glicerolquinase/ glicerol-3- fosfato
oxidase/ peroxidase (TRINDER, 1969; BUCOLO e DAVID, 1973; WESTGARD et al.,
1981; YOUNG, 2000; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Dosagens de colesterol total e fracGes: foi realizada com Kit diagnostico
laboratorial, utilizando o sistema enzimatico Colesterol oxidase/peroxidase, segundo
as indicacbes do fabricante.

O LDL-colesterol foi determinado pela formula de Friedwald: LDL = (COT -
HDL) — (TG/5).
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A dosagem de HDL foi realizada com Kit diagndéstico laboratorial, utilizando o
sistema enzimatico Colesterol oxidase/ peroxidase segundo indicacbes do
fabricante.

A dosagem de VLDL foi realizada com Kit diagnostico laboratorial, utilizando o
sistema enzimético Colesterol oxidase/ peroxidase segundo indicacbes do fabricante
(BELL et al.,1952; TRINDER,1969; BURSTEIN, SCHOLNICK, MORFIN, 1970;
VIRELLA et al.,1977; CASTELLI et al.,1977; KOSTNER et al.,1979; GROVE,1979;
WESTGARD et al., 1981; WARNICK, NGUYEN, ALBERS, 1985; BADIMON,
BADIMON, FUESTER,1990; YOUNG, 2000; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2001; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Dosagens de Uréia, Creatinina, Proteinas Totais e Albumina: foram
realizadas com Kit diagnostico laboratorial, empregando o método Enzimatico
colorimétrico, segundo as indicagdes do fabricante (JAFFE, 1886; GENTZKOW,
MASEN,1942; GORNALL, BARDAWILL, DAVID, 1949; HENRY, SOBEL,
BERKMAN, 1957; CHANEY, MARBACH, 1962; FABINY, ERTINGHAUSEN, 1971;
DOUMAS, WATSON, BIGGS, 1971; BARTELS, BOHMER, 1971; WESTGARD et
al.,1981; YOUNG, 2000).

Dosagens de Amilase, TGO e TGP: foi realizada com Kit diagnéstico
laboratorial, empregando o método cinético continuo, segundo as indicacdes do
fabricante (WESTGARD et al.,1981; RAUSCHER et al.,1985; WINN-DEEN et
al.,1988; SCIENTIFIC DIVISION, WORKING GROUP ON ENZYMES, 1999;
YOUNG, 2000).

Dosagens de CPK: foi realizada com Kit diagndstico laboratorial,
empregando o método cinético, segundo as indica¢des do fabricante (WESTGARD
et al., 1981; WU, BOWERS, G, 1982; BURTIS, ASHWOOD, 1994; SCIENTIFIC
DIVISION, WORKING GROUP ON ENZYMES, 1999; YOUNG, 2000).

5.8 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio dos programas

SigmaPlot e Origin 6.1. Para teste de normalidade das amostras foi utilizado

Shapiro-wilk e para o teste de variancia entre as amostras o teste de Levene. A
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avaliacdo da significancia foi feita através do test-T em duas populagbes
independentes considerando valores de p<0,05 como significativos.

5.9 Formatacgéo

O trabalho, seguiu as normas da ABNT para formatacéao.
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482 6 RESULTADOS

483

484

485 6.1 Evolucado do ganho de peso

486

487 No inicio da primeira semana de experimentos, animais do grupo controle e

488 experimental apresentavam meédia de peso semelhante, sendo 129,4 + 18,399 para
489  animais do grupo controle e 129 + 14,64g para animais do grupo experimental.

490 Animais dos grupos controle e experimental ndo apresentaram diferencas
491 significativas durante a evolucdo do ganho de peso até a nona semana de
492  experimentos (p>0,05) (figura 1). A figura 1 mostra que o grupo experimental
493 apresentou ganho de peso significativamente maior do que o grupo controle na
494  décima e décima primeira semanas (p<0,05). No final da décima primeira semana,
495 animais do grupo experimental apresentaram uma média de peso 14% maior (496,4
496 £ 66,0g) quando comparado ao grupo controle (425,6 + 41,99) (tabela 3).

497

600

Peso (gramas)
w
o
o

Inicial 12 2a 32 42 5a 62 72 8a 92 102 112
Tempo (semanas)

—&—Controle —@— Experimental

498

499 Figura 1. Evolugao do peso ao longo de 11 semanas. O grupo experimental
500 apresentou diferencas significativamente maiores do que o grupo controle a partir da
501 102 semana. Os resultados correspondem a média + desvio padrdo para dois grupos
502 independentes (n =10). * Valores de p<0,05.

503

504
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6.2indice de Lee

O indice de Massa Corporal (IMC) é um dos métodos antropométricos
utilizados para auxiliar no diagndstico da obesidade. Em ratos o IMC é obtido
através do indice de Lee, onde os valores superiores a 0,3g/cm? indicam obesidade.
Os resultados obtidos mostraram que 100% dos animais do grupo experimental
apresentavam indice que indicavam obesidade. Para animais do grupo controle foi
observado obesidade em 30% dos animais, enquanto que 70% apresentaram
indices abaixo de 0,3g/cm?3, sendo considerados “eutréficos” (tabela 3). Entretanto, a
média dos indices obtidos colocou o grupo experimental como obeso (0,36 *
0,020g/cm?), enquanto o grupo controle permaneceu dentro da faixa de normalidade
(0,29 + 0,004g/cm?).

Tabela 3. Peso corporal e indice de Lee

Média de peso indice de Lee

(9) (g/cm?)
Grupo controle 425,6 £ 41,98 0,29 = 0,004
Grupo Experimental 496,4 + 66,01 0,36 = 0,020

Os resultados apresentam a média de peso e o indice de Lee obtido no final da 112 semana de
experimentos. N = 20.

6.3Andlise do consumo - resto ingesta

Andlises do consumo das dietas mostraram que animais do grupo controle
consomem mais dieta quando comparado com o grupo experimental. O consumo
semanal médio de dieta observado para os animais do grupo controle foi de 739,40
+ 119,50q, contra 542,98 + 64,329 consumidos pelo grupo experimental (figura 2). A
média do consumo diario para o grupo controle foi de 105,61 + 17,07g/dia, cerca de
10,56 = 1,719 por animal. Para o grupo experimental o consumo diario foi de 77,56 *
9,18¢g/dia, 7,76 + 0,929 por animal.

A andlise da quantidade de calorias ingeridas mostrou que embora tenham
consumido uma menor quantidade de dieta, animais do grupo experimental

ingeriram mais calorias, comparado ao grupo controle. Os dados mostram que ao
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longo de cada semana animais do grupo experimental ingeriram 3919,91 + 464,26
Kcal enquanto que o grupo controle 2919,45 + 471,73 Kcal (figura 2).

O maior consumo de dieta/calorias foi observado durante o final da sexta
semana de experimentos, sendo 1011,59g/3993Kcal para o grupo controle e
657,19/4744Kcal para o grupo experimental (figura 2). Ao longo de onze semanas, 0
grupo experimental consumiu entre 50-60% mais calorias/semana, quando

comparado ao grupo controle (figuras 2).

ramas/Kcal

T
> N
0

Grupo controle Grupo Experimental

mGramas (g) mCalorias (Kcal)

Figura 2. Consumo médio de gramas e quilocalorias consumidas pelo grupo
controle e grupo experimental.

6.4 Peso dos 6rgdos, tecidos e gorduras

Os dados relativos a quantidade de gordura visceral mostraram que o grupo
experimental acumulou 61% mais gordura ao longo do periodo experimental,
guando comparado ao grupo controle.

As figuras (3 e 4) mostram a quantidade de gordura visceral retirada da
cavidade abdominal de ratos de ambos os grupos. Os resultados mostraram que do
grupo experimental foram retiradas 5,43 + 3,06g de gordura visceral, enquanto que
para o grupo controle o valor foi de 3,16 + 1,159 (p= 0,004). A quantidade de gordura
perirenal foi maior no grupo experimental (1,71 = 1,53g), comparado ao grupo
controle (1,45 + 1,21g) (p<0,05) (tabela 4).
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O peso do figado, coracgdo, rins, cérebro, testiculos, timo, baco e musculo
femoral foram avaliados (tabela 4).

O peso médio do rim D (p= 0,008), rim E (p= 0,002), testiculo D (p= 0,04),
testiculo E (p= 0,002), baco (p= 0,008) e coracao (p= 0,04) foram significativamente
maiores no grupo controle comparado ao grupo experimental (p<0,05). Os demais
orgaos avaliados ndo apresentam diferencas significativas (p>0,05).

Figura 3. Quantidade de gordura visceral dos animais do grupo controle (A) e
do grupo experimental (B) ao final da 112 semanas.

-

Gordura Visceral Gordura Perirrenal

g/100g de peso corporal
o [l N w N ol (o)) ~ (o]

m Grupo Controle  m Grupo Experimental

Figura 4. Peso de gordura visceral obtido ao final da 112 semana mostra uma
diferenca significativa entre os grupos. Os resultados apontam um aumento de 61%
da gordura acumulada pelo grupo experimental.
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Grupo Controle Grupo
Orgéos e Tecidos (@) Experimental ()
Média £ DP
Figado 3,23+£0,29 3,16 £ 0,35
Rim D* 0,37 £ 0,03 0,31 +0,03
Rim E* 0,36 £ 0,03 0,30 £ 0,04
Testiculo D* 0,44 + 0,07 0,36 £ 0,09
Testiculo E* 0,45 £ 0,09 0,32 £ 0,06
Baco* 0,35+ 0,07 0,25 + 0,06
Coracao* 0,40 = 0,06 0,35+ 0,05
Cérebro 0,43+0,12 0,33 +0,03
Timo 0,16 £ 0,05 0,14 + 0,06
Musculo Femoral 0,94 +£0,16 0,78+0,21
Gordura Visceral* 3,16 £1,15 5,43 £ 3,06
Gordura Perirenal* 1,45+1,21 1,71+1,53

Valores médio de 6rgéos e tecidos em 100g, dos animais apds 11 semanas de experimentos. N= 20. *p<0,05.
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6.5Analise de urina (uroanalise e sedimentos)

A uroanalise mostrou diferencas entre os grupos controle e experimental. No
grupo experimental foram detectados niveis elevados de proteinas, cetonas,
leucécitos e hemacias integras, quando comparado ao grupo controle.

Os resultados mostraram auséncia de urubilinogénio, bilirrubina e nitritos para
ambos os grupos. Niveis de glicose, pH e densidade da urina ndo apresentaram
variacOes discrepantes entre 0s grupos, permanecendo na faixa de normalidade.

A presenca de leucécitos e hemacias foi confirmada pela analise qualitativa
dos sedimentos (figura 5). Além disso, foram observados cilindros hialinos e cilindros
leucocitarios no sedimento urinario de 70% dos animais do grupo experimental

(figura 5), enquanto que para o grupo controle ndo foram observadas tais estruturas.

Figura 5. Analises do sedimento urinario de ratos alimentados com a dieta
hiperlipidica. Animais foram alimentados ad libitum por um periodo de 11 semanas.
O painel A mostra hemacias integras (setas); em B observa-se um cilindro
leucocitario. Os painéis C e D apresentam cilindros hialinos (cabecas de seta).
Imagens observadas com objetivas de 10x (A), 20x (C e D) e 63x (B).



662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693

36

6.6 Analises bioguimicas do soro

6.6.1 Dosagens de Glicose

Os dados obtidos para glicose mostrou n&do haver diferengas significativas
entre os grupos avaliados. Os valores séricos de glicose, em mg/dL, para 0s grupos
controle e experimental foram de 118,7 + 14,4 e 124,7 + 14,3, respectivamente
(p>0,05) (tabela 5).

6.6.2 Dosagens de Triglicerideos

As dosagens de triglicerideos mostraram que animais de ambos 0s grupos
nao apresentaram valores diferentes (p>0,05). Os valores obtidos foram 39,9 + 9,5
mg/dL para o grupo controle e 43,1 + 8,3 mg/dL para o grupo experimental (tabela
5).

6.6.3 Dosagens de Colesterol total e fracdes

As dosagens de colesterol total mostraram que animais do grupo
experimental apresentaram niveis significativamente reduzidos quando comparado
ao grupo controle (p<0,05). Os valores obtidos para o grupo experimental e controle
foram 31,8 + 7,2 mg/dL e 53,6 + 19,4 mg/dL, respectivamente (tabela 5).

A andlise das lipoproteinas de alta densidade (HDL - High-density lipoprotein),
baixa densidade (LDL - Low-density lipoprotein) e muito baixa densidade (VLDL - Very
low-density lipoprotein), mostraram que animais do grupo experimental possuiam niveis
menores de LDL (10,2 = 6,5 mg/dL), quando comparados ao grupo controle (25,6 =+ 12,4
mg/dL) (p<0,05) (tabela 5). Além disso, os niveis de HDL foram significativamente
menores para 0 grupo experimental (13,1 £ 2,2), comparado ao grupo controle (20,1 + 6,3
mg/dL) (p<0,05) (tabela 5).
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Os valores de VLDL foram semelhantes entre os grupos experimental (8,6 + 1,7
mg/dL) e controle (7,9 £ 1,9 mg/dL) (p>0,05) (tabela 5).

6.6.4 Dosagens de Uréia e Creatinina

Os dados obtidos para uréia sérica mostraram que 0 grupo experimental
apresentou niveis menores deste composto (13,2 £ 2,9 mg/dL), quando comparado
ao grupo controle (30,2 + 1,8 mg/dL) (p<0,05) (tabela 5).

As andlises relativas a creatinina mostraram que ndo houve diferencas
significativas em seus niveis entre os grupos experimental (0,45 + 0,05 mg/dL) e
controle (0,40 + 0,08 mg/dL) (p>0,05) (tabela 5).

6.6.5 Dosagens de Proteinas totais

As dosagens obtidas para proteinas totais mostraram que ndo houve

diferengas significativas em seus niveis séricos entre 0s grupos experimental (3,2 +

0,5 g/dL) e controle (3,8 + 0,7 g/dL) (p>0,05) (tabela 5).

6.6.6 Dosagens de Amilase

As dosagens para amilase ndo mostraram diferencas significativas nos niveis

desta enzima entre os grupos controle (352,4 + 72,3 U/L) e experimental (341,1 +

33,9 U/L) (p>0,05) (tabela 5).

6.6.7 Dosagens de Albumina

As dosagens para albumina ndo mostraram diferencas significativas nos

niveis desta enzima entre os grupos controle (2,6 = 0,2 g/dL) e experimental (2,4 +
0,3 g/dL) (p>0,05) (tabela 5).
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6.6.8 Dosagens de CPK

As dosagens para a creatinofosfoquisase ndo mostraram diferencas
significativas nos niveis desta enzima entre os grupos controle (3788,8 + 2803,3 U/L)
e experimental (3849,9 + 2575,7 U/L) (p>0,05) (tabela 5).

6.6.9 Dosagens de TGO e TGP

As dosagens para as transaminases mostraram que animais do grupo
experimental apresentam niveis séricos significativamente menores para TGO e
TGP, quando comparado ao grupo controle (p<0,05). Os valores séricos obtidos
para TGO nos grupos controle e experimental foram 92,78 + 25,35 U/L e 63,0 + 16,2
U/L, respectivamente (tabela 5); enquanto os dados obtidos para TGP foram de 19,0

+ 0,5 para o grupo controle e de 11,3 + 6,1 U/L para o grupo experimental (tabela 5).

Tabela 5. Dosagens Bioquimicas

Grupo
Grupo Controle Experimental
Média = DP

Glicose (mg/dL) 118,67 + 14,72 124,7 + 14,32
Triglicerideos (mg/dL) 39,89 + 9,47 43,1+ 8,28
Colesterol (mg/dL)* 53,56 + 19,37 31,8+7,16
LDL (mg/dL)* 25,58 + 12,37 10,18 £ 6,52
HDL (mg/dL)* 20 £ 6,32 13+2,21
VLDL (mg/dL) 7,98 + 1,89 8,62 + 1,66
Uréia (mg/dL)* 30,22 £ 1,79 13,2+ 2,97
Creatinina (mg/dL) 0,45 + 0,05 0,40 + 0,08
Proteinas Totais (g/dL) 3,83+0,67 3,285+ 0,50
Amilase (U/L) 352,38 £ 72,31 341,1 + 33,95
Albumina (g/dL) 26+0,24 2,37 £ 0,27
CPK (U/L) 3788,8 £ 280 3849,9 + 257
TGO (U/L)* 92,78 + 25,35 63 £ 16,23
TGP (U/L)* 19 + 8,05 11,3+ 6,06

Os resultados apresentam média e desvio padrdo. N = 20. *p<0,05.
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6.7 Analise histolégica do figado

As andlises histolégicas do figado mostraram que 80% dos ratos alimentados
com a dieta hiperlipidica desenvolveram um quadro de esteatose acentuada (figura
6D e E), enquanto que o restante (20%) desenvolveu um grau moderado de
esteatose. Dentre os animais do grupo controle, apenas 20% apresentaram

esteatose discreta (figura 6B).

Figura 6. Analises histoldgicas do figado. Animais do grupo controle foram
alimentados com a dieta balanceada AIN 93G enquanto animais do grupo
experimental foram alimentados com a dieta hiperlipidica por um periodo de 11
semanas. O painel A mostra um padrdo histolégico compativel com auséncia de
esteatose. O corte histolégico apresentado no painel B mostra o discreto
comprometimento do tecido hepéatico por lipideos (25-50% comprometimento). Os
painéis D e E mostram um padréo histolégico compativel com esteatose de grau
acentuado (mais de 75% de comprometimento). A forma macrovesicular fica
evidente nas imagens apresentadas. Coloracdo HE; objetivas de 10x e 63x.
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6.8 Anélise histologica do rim

Os dados histolégicos obtidos a partir da analise dos rins mostraram que 30%
dos animais do grupo experimental apresentaram algum tipo de alteracéo
morfolégica em pelo menos um dos rins (figura 7 C e D). As analises apontam para
areas de hialinizagdo e vacuolizagdo, além da presenca de cilindros hialinos em
formacéo alojados nos tubulos renais (figura 7 C e D). Animais do grupo controle

nao apresentaram alteracdes histoldgicas nos rins (figura 7 A e B).

Figura 7. Analises histolégicas do rim de ratos do grupo controle e
experimental. Os painéis A e B mostram a morfologia do rim de animais do grupo
controle. O padréo histolégico é compativel com um rim normal. C e D mostram a
morfologia do rim de ratos do grupo experimental. Os rins apresentam extensas
areas de hialinizagdo (cabecas de setas) (C). Areas de vacuolizacdo proximas as
zonas de hialinizagcéo estédo presentes (setas amarelas) (D). Coloracéo HE; objetivas
de 10x (A e C) e 63x (B e D).
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6.9Anélise do mesentério

As analises histoldgicas do mesentério mostraram que 60% dos animais do
grupo experimental apresentaram aumento no numero e no diametro dos vasos
sanguineos mesentéricos. A figura 8 (C e D) mostra o mesentério de um dos ratos
do grupo experimental corado com azul de toluidina, onde podemos observar o
aumento da vascularizacdo, quando comparado com o0 grupo controle (A e B).
Analises macroscopicas do mesentério mostraram depositos de gordura ao redor
dos vasos mesentéricos maiores nos ratos do grupo experimental, enquanto que o

grupo controle ndo apresentou tais acamulos.
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Figura 8. Andlises histol6gicas do mesentério de ratos do grupo controle
e experimental. Animais de ambos os grupos foram alimentados ad libitum por um
periodo de 11 semanas. Os painéis A e B mostram o mesentério de animais do
grupo controle. O padrao histolégico é compativel com um mesentério normal. C e D
mostram o mesentério de ratos do grupo experimental. O mesentério apresenta
maior numero de vasos (C) com ligeiro aumento na vasculatura (D). Coloragéo azul
de toluidina; objetivas de 10x (C) e 63x (A, C e D).
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7 DISCUSSAO

O ponto de partida para o desenvolvimento do presente trabalho foi a
hip6tese de que dietas ricas em gorduras saturadas promoveriam além do ganho de
peso, alteracdes bioquimicas e histoldégicas em ratos machos da linhagem Wistar.

O consumo excessivo de calorias aliado a diminuicdo do gasto energético é
considerado um fator predisponente para obesidade. O grau de obesidade, ou até
mesmo a prépria condigdo € avaliada através do indice de Lee, em ratos, onde
valores a partir de 0,3g/cm? indicam obesidade (BERNARDIS e PATTERSON,
1968).

Os dados encontrados mostram que a dieta hiperlipidica induz obesidade em
ratos ap0s onze semanas de exposicdo a mesma, corroborando com os dados
obtidos por outros grupos de pesquisa (ZHAO et al.,, 2013; LIM et al., 2016;
TUOMINEN et al., 2013; WANG et al.,, 2011; BORBA et al.,, 2011). Contudo, foi
observado que 30% dos animais alimentados com a dieta balanceada atingiram
indices que os enquadram como obesos. Todavia, tal condicdo pode ser alcancada
mediante a rotina de alimentacdo, ad libitum, e pela auséncia de atividade fisica.
Essa, por sua vez influencia positivamente o metabolismo de lipideos e glicose,
melhoram niveis de inflamacdo, aumentam gasto energético mantendo o peso
corporal, reduzem ingestdo alimentar e peroxidacao lipidica e melhoram a atividade
de enzimas antioxidantes (NASHAR e EGAN, 2014; EMANI et al, 2016).

O consumo excessivo de calorias associado ao sedentarismo, sao fatores que
podem contribuir para aumento do ganho de peso. Contudo, a quantidade de
calorias ingeridas ndo necessariamente se refere a quantidade de alimento
consumido. De fato, nossos dados mostram que embora ndo houvessem diferencas
significativas entre a quantidade de dieta ingerida para os grupos, 100% dos ratos
alimentados com a dieta hiperlipidica apresentaram indices superiores a 0,3g/cm3.

Em recente estudo foi observado que ratos passam a ingerir maiores
guantidades de dieta quando esta apresenta como fonte de lipideos a banha de
porco (JURGONSKI, JUSKIEWICZ, E ZDUNCZYK, 2014). Estes dados
aparentemente contradizem nossos achados, contudo, no referido estudo a

guantidade de banha utilizada perfaz 16% da dieta, enquanto que nosSsoS
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experimentos utilizam 68,7%, sugerindo que a quantidade de calorias ingeridas

limita a busca pelo alimento.

A saciedade esta diretamente relacionada a quantidade de energia disponivel.
Estudos indicam que o controle da quantidade de gordura corporal esta associado a
leptina, um horménio sacietogénico produzido pelo tecido adiposo (ZHANG et al.,
1994; KLOK et al., 2007). Esta molécula é capaz de reduzir o apetite a partir da
inibicdo da formacdo de neuropeptideos relacionados ao apetite, como o
neuropeptideo Y, além de estimular o aumento da expressdo de neuropeptideos
anorexigenos (FRIEDMAN e HALAAS, 1998). Dessa forma, embora ndo tenhamos
investigado a influéncia da leptina sobre ratos alimentados com a dieta hiperlipidica,
nossos dados sugerem que a alta quantidade de calorias ingeridas pode contribuir
para a saciedade dos animais.

Nossos dados mostram que embora a dieta hiperlipidica ofereca mais
calorias, ratos alimentados com esta apresentaram ganho de peso
significativamente maior nas décima e décima primeira semanas de experimentos.
Entretanto, foi observado que mesmo ndo existindo grandes variagdes no peso
absoluto entre os grupos, ratos alimentados com a dieta hiperlipidica apresentam
mais gordura visceral e perirenal, comparado ao grupo controle. Esse acumulo de
gordura, além de promover o ganho de peso, pode contribuir para instauracédo de
doencas crénicas como diabetes mellitus tipo 2, assim como problemas
cardiovasculares. (TUOMINEN et al., 2013; TAKAHASI et al., 2013).

Varios estudos tém associado o uso de certas dietas, sobretudo as ricas em
gorduras, com a prevaléncia de patologias como esteatose hepatica
(CHARBONNEAU et al., 2007; LIEBER et al., 2004; FESTI et al., 2004). A esteatose
€ considerada a forma mais leve da entidade patolégica conhecida como doenca
hepatica gordurosa nao alcoolica (DHGNA) seguida pela esteato-hepatite, fibrose e
cirrose hepaticas, e constitui importante fator de risco para o diabetes mellitus tipo 2
e a sindrome metabdlica (ADAMS et al., 2009). Aléem disso, estudos em humanos
obesos mostraram que a esteatose pode evoluir para quadros avancados de fibrose,
cirrose, inflamacéo, culminando em carcinoma hepatocelular (FESTI et al., 2004).

Nossos dados mostraram que animais submetidos a uma dieta rica em

lipideos apresentaram esteatose mais evidente, e em grau mais acentuado (figura
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8), quando comparados com animais alimentados com a dieta balanceada. As
andlises histoldégicas mostraram quem 100% dos animais alimentados com a dieta
hiperlipidica apresentaram esteatose, onde 80% destes com grau acentuado, o0 que
reforca a hipotese de que o processo patologico esta intimamente ligado aos habitos
alimentares.

O acumulo de gordura em ratos alimentados com a dieta hiperlipidica né&o
refletiu no aumento de peso do figado, o qual pode ocorrer mediante o acumulo de
gordura intra-hepatica, favorecendo a condicdo de esteatose néo alcodlica
decorrente do stress oxidativo e inflamacdo crénica induzida por &acidos graxos
(WANG et al, 2011; KOOPMAN et al, 2014, GREEN e HODSON, 2014,
BIRKENFELD e SHULMAN, 2014).

A prevaléncia de pacientes que fazem dialise e tem IMC acima de 35 kg/m?
aumentou em 64% na ultima década (KRAMER e LUKE, 2007). Recentes estudos
tem mostrado a relagcdo entre complicacbes renais e obesidade (VAN DER
HEIJDEN et al., 2015; D'AGATI et al., 2016; SARATHY et al., 2016). Como Vvisto
anteriormente, o acumulo de gorduras pode contribuir para o surgimento do diabetes
mellitus tipo 2 e da hipertensao arterial (TUOMINEN et al., 2013; TAKAHASI et al.,
2013). Estas condi¢cbes sdo consideradas como agentes causais da doenca renal
cronica (DRC), sugerindo que a obesidade possa atuar como fator causal de DRC.
De fato, estudos tem mostrado que tanto animais quanto humanos obesos
apresentam alteracfes na fisiologia renal como vasodilatacdo da arteriola aferente,
aumento do fluxo sanguineo renal, hipertensao intraglomerular e hiperfiltracao renal,
com consequente aumento da reabsorcdo tubular proximal de sédio (CHAGNAC et
al., 2000; HALL et al., 1993). Além disso, foi observado que a obesidade prolongada
contribui para alteracBes histoldégicas associadas com o aumento do volume
glomerular como glomeruloesclerose segmentar focal e espessamento das
membranas basais glomerulares e tubulares (HENEGAR et al., 2001; KAMBHAM et
al., 2001).

Em nossas investigacdes foram observadas altera¢des histoldégicas nos rins
de ratos obesos. As analises histolégicas apontam extensas areas de hialinizacao
associadas a deformacdes no diametro dos tubulos renais. Estes achados
associados a presenca de hemacias integras e leucdécitos no sedimento urinario

sugerem lesdo renal. Além disso, podemos sugerir que o aumento de gordura
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visceral e perirenal exergam uma compressdo mecéanica sobre os rins favorecendo a
deposicdo de matriz extracelular na medula renal com consequente aumento da
pressao intersticial e reabsorcdo de sodio pelos tubulos renais, o que contribuiria
para um aumento da pressao arterial.

Obesos podem apresentar quadros de microalbumindria e proteinuria, devido
um quadro de hiperfiltracdo glomerular decorrente do aumento da presséao arterial
(RIBSTEIN et al., 1995; WESSON et al., 1985). Embora ndo tenhamos avaliado a
pressdo arterial, o0s ratos considerados obesos apresentaram niveis
significativamente altos de proteina na urina, reforgcando a hipétese de leséo renal.
De fato, estudos em cées obesos mediante uma dieta rica em gorduras mostram
gue, em cinco semanas apos o inicio da dieta, ocorre uma elevacdo de 30% da
filtracdo glomerular em relacdo ao periodo basal. Além disso, os animais
apresentam balanco positivo de soédio, hipertensdo arterial e microalbumindria
(PAULA et al.,, 2004). Danos renais como proteindria, hiperfiltracdo glomerular e
insuficiéncia renal, podem também aumentar a incidéncia pelo consumo de dietas
com reducao de carboidratos e proteinas elevadas. (FRIEDMA et al; 2012).

Dietas com alto teor de gorduras podem induzir distarbios metabdlicos em
roedores, se assemelhando com a sindrome metabdlica observada em humanos
(BUETTNER et al., 2007). Varios estudos sédo controversos no sentido de definir
valores de refreréncia para roedores (DANTAS et al., 2006; SANTOS et al., 2010;
MELO et al., 2012; LIMA et al., 2014). Entretanto, nossos achados mostraram que
ratos alimentados com a dieta hiperlipidica ndo apresentam niveis aumentados dos
parametros avaliados, exceto a glicose em jejum que apresentou elevada par ambos
0S grupos.

Estudos relatam que a substituicdo de fontes energéticas como gorduras e
proteinas e a reducdo de carboidratos, melhoram niveis plasméaticos de lipideos
(WESTMAN et al., 2007). Além disso, estudos que associam dietas com reducéo de
carboidratos e aumento da quantidade de gorduras, mostraram reducdo dos niveis
de triglicerideos e colesterol em ratos (VOLEK et al., 2008; CHEN et al., 2015). Estes
dados corroboram com nossos achados onde as analises bioquimicas do soro
mostraram que animais do grupo experimental apresentam niveis significativamente
menores de colesterol total, LDL, HDL, uréia, TGO e TGP. Contudo, existem estudos

onde a reducéo de carboidratos na dieta influencia negativamente o metabolismo
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lipidico, promovendo um aumentando nos niveis de colesterol e LDL no modelo
murino (BAUMANN et al., 2013; TORRES —-VILALLOBOS, 2015).

Os niveis de colesterol sdo comumente associadas a protecdo contra doenca
cardiovasculares, trombose e acidente vascular cerebral (AVC), exitem
especulacdes sugerindo que niveis de colesterol baixo (<180mg/dL) pode estar
associados a uma piora da condicdo cardiaca e cerebral (SINGH et al., 1998;
EPSTEIN, 1992; IRIBARREN et al., 1995). Dessa forma, valores de colesterol total e
fracOes significativamente menores em ratos alimentados com a dieta hiperlipidica
ndo podem ser considerados como beneficio de uma dieta rica em gorduras
saturadas.

O aumento de TGO esta comumente associada a cirrose e fibrose hepética,
sendo menos frequente quando associada a esteatose (ANGULO et al., 1999).
Contudo, ndo existe relacdo expressa entre o0 grau de esteatose hepética nédo
alcéolica e elevacao de transaminase hepéticas (BROWNING et al., 2004). Assim,
0s niveis reduzidos das transaminases hepaticas podem sugerir infeccdo no trato
urinario, e indicar azotemia relacionada a algum dano renal. Contudo, ndo foram
observados niveis aumentados para uréia e creatinina. Esses condizem com o
estudo de Xu et al. (2015), onde afirmam que uma restricdo calérica diminui niveis
de creatinina e uréia, reduzindo a incidéncia de doencas renais e aumentando a taxa
de sobrevida em modelos de roedores (XU et al., 2015).

Nossos dados mostraram que dietas ricas em gordura podem contribuir para
um possivel efeito angiogénico nos vasos mesentéricos. Este aumento da
vascularizacdo sugere, em principio, uma melhoria na capacidade de absorcao de
nutrientes. No entanto, existem relatos que a angiogénese tem um papel importante
no desenvolvimento, crescimento e metastase tumoral, nas alteracdes dos vasos e
na arquitetura vascular com aumento da densidade de pequenos vasos, como
observado no carcinoma colorretal e lesfes intestinais (KITAHARA et al.,, 2014;
TIWARI et al., 2011). Tanto a angiogénese (crescimento de novos vasos a partir de
vasos ja existentes), quanto linfangiogénese (crescimento de novos vasos), estao
relacionados ndo s6 a metastase de tumor e inflamagdo, mas com quadros
fisiologicos de reparagéo tecidual (KITAHARA et al., 2014). Em estudo Sweat, et al.

(2012) avaliaram que existe uma associacdo entre angiogénese e linfangiogénese
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mesentérica em ratos, sob o estimulo de inflamacdo (SWEAT et al., 2012). Contudo,
mais esforgos estdo sendo aplicados para investigar este efeito no modelo murino.

Diante do exposto, os achados obtidos contribuem para as investigacdes que
visam associar habitos alimentares com quadros patolégicos como obesidade;
auxiliando para a compreensdo das alteracdes fisiolégicas decorrentes de tais
condigoes.
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ANEXO

(O UNIUBE

o esse Ty COmité de Etica em Experimentacdo Animal

Oficioc CEEA-061/2015 Uberaba, 25 de maio de 2015.

CERTIFICADO

Certificamos que o protocole n® 036/2014 relativo aoc projeto intitulade “Andlise bioguimica e
histoldgica de ratos wistar jovens submetidos a wma dista hiperlipidico-proteica® que tem como
responsavel Prof. Marcelo Rodrigues Pinto, estd de acordo com os Principios Eticos da

Experimentacde Animal, adotados pelo Comitd de Etica em Experimentac3o Animal
{CEEA/UNIUBE) regido pela lei n® 11.794/08.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 036/2014 related to the project entitled "Biochemical
and histological analysis of Wistar rats subjected to a young hyperlipidic determining
protein- diet”, under the supervision of Prof. Marcelo Rodrigues Pinto, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation {CEEASUNIUBE) according to the law n® 11.794/08.

Atencioszamente,

oeafe. Jealy gfeveaien ofjguainads Biitee

Coordenadora do CEEA-UNIUBE

CaryresA aroporno - &y . Mend Sabing, 1501, Biooo R - B. Unk ersitiso - 39055-500 - Liberaba, W0 - Fona: (34) 3319-2069 - Fa: (34] 3314840
cocapUiLhe by
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