ENCONTRO INTERNACIONAL
DE PRODUGAO CIENTIFICA
DA UNICESUMAR ISSN 2594-4991

ISBN 978-65-5615-456-5

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DA DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA EM RATOS WISTAR ALIMENTANDO
COM DIETA HIPERLIPIDICA DURANTE A ADOLESCENCIA

Maria Victoria Lima Waquim?, Beatriz Guerreiro Otoboni2, Rodrigo Vargas?

12pcadémicas do Curso de Medicina, Campus Maring&/PR, Universidade Cesumar — UNICESUMAR.
1Bolsista PIBICMEY/ICETI-UniCesumar. ra-19127149-2@alunos.unicesumar.edu.br, ra-19128127-2@alunos.unicesumar.edu.br
3QOrientador, Mestre, Departamento de Medicina, UNICESUMAR. Pesquisador do Instituto Cesumar de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao
- ICETI. rodrigo.vargas@docentes.unicesumar.edu.br

RESUMO

O trabalho tem como objetivo a avaliagdo dos efeitos da ingestéo da dieta hiperlipidica na adolescéncia sobre
o desenvolvimento da Doenca Hepatica Gordurosa Ndo Alcodlica (DHGNA) na vida adulta de ratos Wistar
machos. Portanto, serdo utilizados 30 ratos Wistar machos com 25 dias que ser&o divididos em dois grupos
experimentais: NP, animais que receberao dieta controle (Nuvital®, Curitiba, Brasil) durante toda a vida e HF,
animais que receberdo dieta hiperlipidica (35% de gordura, Tabela 1) dos 30 aos 60 dias de vida
(adolescéncia). Dos 60 aos 90 dias os animais do grupo HF receberao dieta controle. Os animais terao acesso
a agua e a ragdo a vontade durante todos os estagios do protocolo e serdo mantidos em sala ambientada
com fotoperiodo (07h00min — 19h00min) e temperatura (22 + 2°C) controlados. Apés isso, serdo utilizados:
parametros biométricos; teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT); teste de tolerancia a glicose
intravenoso (ivGTT); dosagem de glicose e insulina; perfil lipidico; extracdo lipidica do figado, na qual
aproximadamente 500 mg do figado de cada animal serdo removidos e estocados a -20°C, para posterior
extracao lipidica cuja quantidade de gordura extraida sera determinada gravimetricamente. Por fim, verificar
a evolucéo histoldgica do figado com base em um escore para DHGNA e EHNA. Para isso, sera utilizado o
software para as andlises estatisticas: o GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad Software®©),
no qual os resultados serdo expressos como média + erro padrdo da média.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentacdo; DHGNA; Programac¢do Metabdlica.

1 INTRODUGCAO

Como uma das principais causas de disfuncbes hepaticas a Doenca Hepética
Gordurosa Nao Alcoolica (DHGNA) pode ser definida como uma doenca cronica,
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura no tecido hepatico, maior que 5% nos
hepatdcitos, na abstencdo do consumo de alcool. Esse quadro pode evoluir com inflamacéo
hepatica e fibrose. Dessa forma, encontramos clinicamente a manifestacdo de DHGNA de
forma sistémica, associada a fatores de risco para disfuncdo metabdlica, como resisténcia
a insulina, dislipidemias, doencas cardiovasculares e obesidade (TEMPLE, 2016), com
diagndstico clinico conciso.

O diagnéstico é feito por: exclusdo de doencas hepaticas causadas pelo alcoolismo,
hepatites B e C, doencas autoimunes, uso abusivo de farmacos, presenca de doencas
metabdlicas, como a doenca de Wilson; presenca, no exame clinico, de fadiga de forma
silenciosa, hepatomegalia, hipertensdo arterial sistémica, obesidade observada pela
alteracdo da antropometria e a circunferéncia abdominal, e, no exame laboratorial pelos
altos niveis de ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase) e GGT
tipico (Gama Glutamil-Transferase) (SANYAL, 2015; CUZMAR, 2020).

Estudos recentes demonstraram que o desenvolvimento biolégico ocorre como uma
interacdo entre o ser humano e o ambiente em que vive. Nesse sentido, caso haja
modificacdes na nutricdo, temperatura ou estresse, as caracteristicas biologicas poderdo
sofrer alteracdes, determinando o surgimento de fenotipos especificos a partir da adaptacao
sofrida, evento esse chamado de programacao metabdlica (MOURA et al., 2007).

Em periodos especificos do desenvolvimento, mais precisamente entre o periodo de
pré-concepcdo até a adolescéncia, o organismo do individuo esta em processo de
desenvolvimento, principalmente do sistema nervoso e hormonal, além do amadurecimento
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de alguns 6rgaos, como o figado (MOURA et al., 2007). Nesse intervalo de tempo, chamado
de janela metabdlica, estimulos externos podem influenciar o curso desse
desenvolvimento. Ademais, a presencga excessiva ou auséncia de nutrientes em periodos
criticos desta janela metabdlica, podem alterar, de forma permanente, o funcionamento e o
metabolismo dos 6rgaos envolvidos, acarretando na predisposi¢cdo ao desenvolvimento de
comorbidades na vida adulta (VILLARES, 2016).

Diante desse panorama, ressalta-se que a dieta hiperlipidica possui alto teor calérico
e € comprovadamente um dos fatores que induzem a obesidade, resisténcia a insulina e
diabetes (FRANCO, 2007), fatores de risco para o desenvolvimento da DHGNA. Atualmente
a dieta hiperlipidica € muito utilizada em modelos laboratoriais pela semelhanca ao estilo
de vida moderno, o qual € marcado pela escassez de tempo para o consumo dos alimentos
saudaveis, dando destaque para a ingestdo de comida do tipo fast food, ricas em lipidios
(FRANCA, 2012). Os adolescentes sdo os maiores consumidores destas refei¢cdes rapidas,
sendo alvos importantes para o desenvolvimento de doencas associadas ao acumulo de
lipidios (MAIA et al., 2018).

Nessa perspectiva, o periodo da adolescéncia € uma importante janela metabdlica
onde estimulos externos podem influenciar diretamente no desenvolvimento organico
sendo, portanto, alvos de estudos extremamente relevantes. Assim, hipotetizamos que a
oferta de dietas hiperlipidicas durante a adolescéncia pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento da doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica durante a vida adulta.

2 MATERIAIS E METODO

Esta pesquisa contempla novas técnicas experimentais as quais serao
desenvolvidas a partir de coletas de amostras biolégicas conforme propostas no projeto de
doutorado do orientador desta pesquisa, desenvolvido de acordo com as normas do Comité
de Etica para Uso e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa,
aprovado sobre nimero 3723280918.

2.1  ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar machos (n=30) de 25 dias serdo obtidos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa e serdo alojados no Biotério Setorial do Laboratério de
Biologia Celular da Secrecdo (LBCS) na Universidade Estadual de Maringad. Apés um
periodo de adaptagdo de 5 dias, 0s animais serdo divididos em dois grupos experimentais:
NP, animais que receberédo dieta controle (Nuvital®, Curitiba, Brasil) durante toda a vida e
HF, animais que receberao dieta hiperlipidica (35% de gordura, Tabela 1) dos 30 aos 60
dias de vida (adolescéncia). Dos 60 aos 90 dias os animais do grupo HF receberdo dieta
controle.

Os animais terdo acesso a agua e a racdo a vontade durante todos os estagios do
protocolo e serdo mantidos em sala ambientada com fotoperiodo (07h00min — 19h00min)
e temperatura (22 + 2°C) controlados.

2.2 PARAMETROS BIOMETRICOS

Durante todo o periodo experimental serd registrado semanalmente a evolugéo
ponderal e o consumo alimentar dos animais. Apds todos os procedimentos experimentais,
0s ratos serdo eutanasiados por overdose anestésica (Tiopental 120mg/kg de massa
corporea, via intraperitoneal) para retirada dos principais estoques de gordura corporal:
retroperitoneal, periepididimal e mesentérica e do figado. O peso das gorduras e do figado
sera expresso em relacéo ao peso corporal do animal (g/100g de peso corporal).
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2.3 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA INTRAPERITONEAL (ipITT)

Aos 90 dias, apos jejum de 6 horas, os animais de todos os grupos receberdo uma
injecéo intraperitoneal de insulina (1U/kg PC). Amostras de sangue (75 uL) serdo obtidas
via caudal antes da injecao (tempo 0’) e 15, 30, 45 e 60 minutos apos a administracéo de
insulina, por meio de tubo capilar (75mm de comprimento, 1,5 mm de diametro externo)
heparinizado. Os niveis de glicose sanguinea durante o teste serdo avaliados pelo método
enzimatico-colorimétrico (GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil).

2.4 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE INTRAVENOSO (ivGTT)

Apos 48 horas da realizacéo do ipITT, os animais serdo anestesiados (Cetamina-

Xilazina; 75mg + 15mg/kg de peso corporal). Em seguida, serdo submetidos a uma cirurgia
para implante de uma canula de silicone na veia jugular externa direita. Por meio de uma
incisdo na regido cervical anterior, ocorrera a dissec¢do dos tecidos até a visualizagdo da
veia. Em seguida, uma canula de silicone sera inserida dentro da veia e fixada ao musculo
peitoral maior através de uma sutura simples. A canula sera preenchida com solugédo de
heparina a 10% (Liguemine®) diluida em salina (0,9% de NaCl) para evitar a entrada de
sangue e a consequente formacgéo de coagulos no seu interior. O ivGTT seré realizado 24
horas depois da cirurgia e com os ratos submetidos a jejum de 12 horas.
No momento da realizacdo do teste, amostras sanguineas (400 pL) serdo retiradas (tempo
0’) antes da aplicagao de uma carga de glicose intravenosa (1g/kg de peso corporal) para
avaliacdo dos niveis basais de glicose e insulina. Apdés a administracdo de glicose,
amostras sanguineas serao retiradas nos tempos 5’, 15, 30’ e 45’ para posterior dosagem
de glicose e insulina. Apds cada retirada de sangue, sera aplicado salina 0.9% no mesmo
volume. As amostras de sangue serdo centrifugadas a 13.000 RPM/5min. O plasma sera
recolhido e armazenado a —20 °C para dosagens posteriores.

25 DOSAGEM DE GLICOSE E INSULINA

A dosagem de glicose do plasma sera realizada através do método da glicose
oxidase por espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico, BIO 200FL, Bio
Plus®, Sédo Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (GoldAnalisa®; Belo Horizonte,
Brasil). Os niveis plasmaticos de insulina serdo determinados pela técnica do
radioimunoensaio (RIA) através de um contador de emisséo de particulas gama (Wizard2
Automatic Gamma Counter, TM-2470, PerkinElmer®, Shelton/CT, USA), sendo utilizado
como padréo insulina de rato, anticorpo anti-insulina de rato (Sigma-Aldrich®, St Louis/MO,
USA) e insulina humana recombinante marcada com 125| (PerkinElmer®, Shelton/CT,
USA).

2.6 PERFIL LIPIDICO

O plasma obtido no tempo 0’ do ivGTT sera utilizado também para dosagem de
colesterol total, triglicerideos e HDL-C por meio de kit comercial para testes laboratoriais
Linha BIOLiquid®15. Os valores de colesterol LDL e VLDL serdo calculados por meio do
calculo de Friedewald:

LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Triglicerideos/ 5) — HDL
VLDL (mg/dL) = Triglicerideos/ 5.
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EXTRACAO LIPIDICA DO FIGADO

Aproximadamente 500 mg do figado de cada animal serdo removidos e estocados a
-20°C, para posterior extracdo lipidica. O tecido sera descongelado e macerado com
Politron. Em seguida, sera adicionado 20x o peso do tecido de solucao cloroférmio/metanol
(solucao de Folch) na proporcéo de 2:1. Os tubos serdo deixados em repouso overnight a
temperatura ambiente, para extragcdo dos lipideos. No dia seguinte, o extrato seré filtrado
em papel filtro em frascos previamente pesados 0s quais serdo secados sob uma atmosfera
de N2. A quantidade de gordura extraida serd determinada gravimetricamente (FOLCH;
LEES; SLOANE-STANLEY, 1957). Apds, sera adicionado 250 uL de alcool isopropilico,
homogeneizado e guardado para posterior dosagem de TG e COL hepéticos.

2.8 ANALISE HISTOLOGICA

Aproximadamente 500 mg do figado seréo coletados e fixados em paraformoldeido
4% por 24 horas. Apos fixacdo, o tecido sera lavado, em agua corrente, por 24 horas e
desidratado em concentracdes ascendentes de alcool, diafanizado em xilol e em seguida,
embebido em parafina histoldgica. Entao, serdo realizados cortes de 5 ym e 0s mesmos
serdo corados pela técnica convencional de Hematoxilina e Eosina para verificar a evolugcdo
histolégica do figado com base em um escore para DHGNA e EHNA (KLEINER et al., 2003).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados serdo expressos como média + erro padrdo da média. Para avaliacdo
estatistica entre 0s grupos sera utilizado o teste T de Student, seguido do pés-teste de
Tukey. O nivel de significancia adotado serd de p<0,05. O software utilizado para as
analises estatisticas serd o GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad
Software®©).

3 RESULTADOS ESPERADOS

Esta pesquisa tem por objetivo contribuir para a ampliagcdo do conhecimento deste
assunto no meio cientifico, analisando as possiveis causas das modificagdes metabdlicas,
relacionadas a programacdo metabdlica na adolescéncia, que podem tornar o adulto
suscetivel ao desenvolvimento da DHGNA. Outrossim, a partir das conclusdes obtidas,
outros estudos relacionados poderdo ser desenvolvidos, amplificando ainda mais o
conhecimento da programacdo metabdlica na adolescéncia, assunto ainda pouco
explorado.
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