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EFEITOS HEPATICOS EM RATOS WISTAR ADULTOS ALIMENTADOS COM UMA DIETA HIPERLIPIDICA
DURANTE A ADOLESCENCIA
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Nascimento®, Paulo Cezar de Freitas Mathias®, Valéria Ferreira Garcez®

RESUMO: Estudos tém demonstrado que insultos nutricionais em fases cruciais da vida, como a gestacéo e/ou
lactacdo, sdo importantes preditores do desenvolvimento da sindrome metabdlica durante a vida adulta. Estes
dados estdo de acordo com o conceito DOHaD, o qual prop8e que insultos nutricionais durante o periodo
gestacional acarretam em mudancas permanentes no metabolismo na vida adulta. Tem sido mostrado que ratos
alimentados com dieta hiperlipidica durante a infancia e adolescéncia apresentam, aumento da glicemia e
insulinemia de jejum, resisténcia a insulina, bem como aumento do peso corporal e depdsitos de gordura. Dessa
forma, o objetivo desta pesquisa é avaliar a influéncia de uma dieta hiperlipidica durante a adolescéncia sobre a
alteracfes metabdlicas na idade adulta, bem como investigar o possivel surgimento de alteracdes
morfofuncionais, endécrinas e metabdlicas que comprometam o figado e o metabolismo lipidico. Ratos Wistar
machos serdo divididos em dois grupos experimentais: controle (CO) alimentados com dieta normolipidica, e
grupo tratado com uma dieta hiperlipidica (HFD). O protocolo experimental consiste no tratamento com as
respectivas dietas dos 30 aos 60 dias de idade. Depois deste periodo até os 120 dias de idade ambos os grupos
receberdo a dieta padréo. Durante todo o periodo experimental os animais receberdo racdo e agua ad libitum. O
peso corporal e a ingestdo alimentar serdo acompanhados semanalmente durante todo periodo. Amostras de
sangue e tecidos serdo coletadas para analises. Os resultados serdo expressos como a média + o erro padréo da
média (EPM). Para a comparagéo das diferencas entre os grupos experimentais sera utilizado o teste t de Student
nao pareado. O nivel de significancia sera fixado em p<0,05. Esperamos obter resultados que sustentem nossa
hipétese de que a adolescéncia € um periodo de programacdo metabdlica. Dessa forma, espera-se constatar no
grupo HFD o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia, esteatose hepatica.

PALAVRAS-CHAVE: Dieta hiperlipidica, Obesidade, Diabetes, Sindrome Metabdlica, esteatose hepatica, Ratos
Wistar

1 INTRODUCAO

A sindrome metabdlica pode ser compreendida como um conjunto interligado de desordens tanto
fisiolégicas, quanto bioguimicas e metabdlicas que possui como comorbidades desordens como o diabetes
mellitus tipo 2, obesidade, dislipidemia e hipertensdo. Segundo Kaur (2014) , a prevaléncia desta sindrome pode
chegar a até 85% dependendo da regido, ambiente, sexo, idade e etnia da populagdo estudada. Os fatores
causadores da sindrome metabdlica e suas comorbidades ainda estdo a ser esclarecidos, dentre os ja conhecidos
e estabelecidos temos as drasticas alteracdes no estilo de vida do mundo moderno que levam ao estresse,
sedentarismo e mudancas no habito alimentar (BUIJS; FELIX, 2006). No entanto a perspectiva de que estas
doencas séo resultados apenas de fatores como mudancas no estilo de vida e predisposicao genética ndo oferece
bases sélidas para a prevencdo destas comorbidades.

Estudos epidemiolégicos e experimentais tm demonstrado que insultos nutricionais em fases cruciais da
vida, como a gestagdo e/ou lactacdo, sdo importantes preditores do desenvolvimento da sindrome metabdlica
durante a vida adulta (DE MOURA; PASSOS, 2005; LOPEZ-JARAMILLO; LAHERA; LOPEZ-LOPEZ, 2011). Estes
dados contribuem para a consolidagdo do conceito DOHaD, cunhado por Barker e colaboradores, o qual propde
como hipétese que insultos sobretudo nutricionais durante o periodo gestacional acarretam em mudancas
permanentes na estrutura corporal, funcdo e metabolismo, aumentando assim o risco de mortalidade
cardiovascular na vida adulta (BARKER, 1990).Achados recentes demonstram que ratos expostos a uma dieta
rica em gordura durante a infancia e adolescéncia apresentam, na vida adulta, um aumento da glicemia e
insulinemia de jejum, resisténcia a insulina, elevada secre¢édo de insulina pelas células beta pancreaticas, bem
como aumento do peso corporal e depésitos de gordura, os quais parecem depender de um aumento na atividade
do sistema nervoso parassimpatico (BARELLA et al., 2012; GOMES et al., 2013).
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Sendo assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a influéncia de uma dieta hiperlipidica durante a
adolescéncia sobre a alteracdes metabdlicas na idade adulta, bem como investigar o possivel surgimento de
alteracdes morfofuncionais, enddcrinas e metabdlicas que comprometam o figado e 0 metabolismo lipidico.

2 MATERIAL E METODOS

As condutas laboratoriais na manutencdo e eutandsia dos animais serdo realizadas de acordo com as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e aprovadas pelo Comité de Conduta Etica
no uso de Animais em Experimentacao do UniCesumar.

2.1 ANIMAIS E DIETA

Ratos machos da linhagem Wistar com 25 dias de idade provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa serao acomodados no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Biologia celular. Apés 5
dias de adaptagcdo os animais serdo divididos em dois grupos experimentais: grupo controle (CO) alimentados
com racéo normolipidica (4,3 kcals / g), e grupo tratado com uma dieta hiperlipidica (5,9 kcals / g) contendo 35%
de gordura de porco (HFD). A composicdo das duas dietas esta listada na Tabela 1. O protocolo experimental
consiste no tratamento com as respectivas dietas dos 30 aos 60 dias de idade, depois deste periodo até os 120
dias de idade ambos os grupos receberdo a dieta padrdo (Figura 1). Durante todo o periodo experimental os
animais receberdo ragdo e agua ad libitum, e serdo acomodados em caixas de polipropileno (45 cm /30 cm /15
cm) sendo mantidos 3 animais por caixa, em condi¢des controladas de luminosidade [12h claro-escuro (06:00-
18:00 h)] e temperatura (22,02 °C). O peso corporal e a ingestdo alimentar serdo acompanhados semanalmente
durante todo periodo.

Tabela 1: Componentes das dietas normolipidica e hiperlipidica

Dieta normo-

Ingredientes (g/kg da dieta) lipidica Dieta hiper-lipidica
Caseina 200 200
Sucrose 100 100
Amido de milho 427.5 1155
Amido destrinado 132 132
Gordura de porco - 312
Oleo de Soja 40 40
Cellulose50 50 50 50
Mistura mineral (AIN-93) 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93) 10 10
L -cistina 3 3
Colina bitartarato 2.5 2.5
co
HFD

ISU ﬁ:ﬂ - 1I20

Periodo experimental (dias)

Figura 1: Protocolo experimental
2.2 AVALIACAO DA OBESIDADE E COLETA DE AMOSTRAS

Com 120 dias de idade e ap0s jejum de 12 horas, uma parte dos animais serdo pesados e anestesiados
por meio de aplicacdo intraperitoneal (i.p.) de Tiopental sédico (45mg/kg/peso corporal). Em seguida sera
realizada laparatomia mediana para coleta de amostras sanguineas através da veia cava inferior e com seringas
descartaveis previamente heparinizadas. A eutanasia ocorrera por choque hipovolémico. As amostras de sangue
serdo depositadas em tubos de ensaio armazenados em gelo para posterior centrifugacdo e coleta do plasma
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(3000 rpm ou 120 g por 15 min), o plasma sera armazenado a -20° C para posterior analises. Posteriormente,
serdo retirados e pesados os seguintes tecidos: gorduras periepididimal (EPI), retroperitonial (RP), inguinal (ING) e
mesentérica (MES) e figado.

2.3 ANALISES BIOQUIMICAS E HORMONAIS DO SANGUE DA PROLE

As amostras de plasma sera usado para dosagem de colesterol total, colesterol HDL; os colesteréis LDL e
VLDL seréo calculados de acordo com as equacg8es de Friedwald: VLDL = triglicérides / 5 e LDL = CT — (HDL +
VLDL) (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).

A insulinemia plasmatica sera quantmcada por radioimunoensaio em contador gama (Wizard® Automatic
Gamma Counter, TM-2470, PerkinElImer®, Shelton, CT, USA). Sendo utilizado como padrdo insulina humana,
anticorpo anti-insulina de rato (Sigma-AIdrich®, St. Louis, MO, USA) e insulina recombinante humana marcada
com lodo*® (PerkinElmer®, Shelton, CT, USA). O limite de deteccédo sera de 0,006 ng/m (MIRANDA et al., 2014).
A resisténcia a insulina serd avaliada pelo método indireto de avaliacdo da homeostase glicémica ou indice
HOMA, para isto utilizaremos a seguinte formula: HOMA = insulina (ng/mL) x glicose (mg/dL) / 22,5 (PACINI;
MARI, 2003).

2.4 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (IPITT)

Outros animais dos grupos CO (n=10) e HFD (n=10), com 120 dias de idade, serdo submetidos ao teste
de tolerancia a msullna (2 U/kg de peso corporal, i.p.; 2 mL/kg de peso corporal) com insulina recombinante
humana (Eli L|IIy Sao Paulo, Brasil), 2% v/v (2mL/100mL), diluida em solucao fisiolégica (salina 10%). Amostras
de sangue serdo coletadas através de um pequeno corte na ponta da cauda e a glicemia mensurada usando um
glicbmetro (ACCU—CHEK® Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), nos tempos 0 minuto (basal); 5,
10, 15, 20, 25 e 30 minutos depois da injecdo de insulina. Posteriormente, a constante da taxa de decaimento da
glicose sanguinea (ki) sera calculada usando a formula 0,693/ (t15). O ty» da glicemia sera calculado a partir da
andlise do angulo da inclinacéo da reta das concentragdes de glicose no plasma durante a fase linear de declinio
da glicemia (CALEGARI et al., 2011).

2.5 Teste De Tolerancia Ao Piruvato (Ipttp)

Outro grupo de animais (CO; n=10 e HFD; n=10), com 120 dias de idade, serdo submetidos a um jejum
prévio de 16 horas e posteriormente ao ipTTP, que consiste na injecéo intraperitoneal de uma solucéo de piruvato
2g/kg de peso corporal (Sigma- -Aldrich®, St. Louis, MO, USA), diluida 25% (1g/2mL, 4mL/kg de peso corporal) em
solugéo fisioldgica (salina 10%). Amostras de sangue serdo coletadas nos tempos 0 min (antes da injecdo de
piruvato), 15, 30, 60, 90 e 120 min apds a injecdo. As amostras de sangue serdo coletadas atraves de um
pequeno corte na ponta da cauda e a glicemia mensurada usando um glicdbmetro (ACCU- -CHEK® Advantage,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) (MILANSKI et al., 2012).

2.6 AVALIACAO HISTOQUIMICA DE INCLUSOES LIPIDICAS NO FiIGADO

Amostras de figado de ratos com 120 dias de idade (n=6) por grupo, seréo fixadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80 °C. Posteriormente, estas amostras serdo embebidas em OCT (Optimum cotting
temperature Tissue-Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA, USA), cortadas com 10 um de espessura em criostato
(Lelca CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e coradas com Sudam Ill (Oil Red). O percentual de
inclusdes lipidicas sera determinado pela razdo entre a area total das imagens e a area marcada com Sudam llI
x100 (% de inclusbes = area total / area marcada x 100). As medidas serdo feitas em 40 imagens /animal/grupo.
As imagens serdo obtidas no formato TIFF (24-bit colour, 2048 x 1536 pixels) em microscopio 6ptico Olympus
BX41 (Olympus, Tokyo, Japan) com objet|va de 40X, acoplado a uma camera QColor 3 Olympus e as analises
realizadas com o software Image Pro Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

As analises estatisticas dos dados e a construcdo dos graficos serdo realizadas com o software GraphPad
Prism® versdo 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Os resultados serdo expressos como a média £ o
erro padrdo da média (EPM). Para a comparacado das diferencas entre os grupos experimentais sera utilizado o
teste t de Student ndo pareado. O nivel de significancia sera fixado em p<0,05.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Esperamos com esta pesquisa obter resultados que sustentem nossa hipotese de que a adolescéncia é
um periodo que também pode ser considerado uma janela de programacao assim como os periodos de gestacao
e lactacdo. Dessa forma, espera-se constatar nos grupo HFD o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a
insulina, dislipidemia, esteatose hepatica.
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