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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da obesidade, induzida
por uma dieta hipercaldrica, sobre a resposta metabdlica de ratas Wistar em
diferentes idades. Ratas Wistar de 2 e 15 meses, no inicio do experimento, foram
tratadas por 21 semanas, com dieta padréo (2,95 kcal/g) ou dieta hipercalorica (3,44
kcal/g). Apés a morte dos animais por decapitacdo, foi coletado o sangue troncular
para analises bioquimicas e dois pequenos fragmentos de figado foram coletados:
um para analise histopatoldgica e o outro para extracdo e quantificacdo de lipideos.
A técnica de coloracao utilizada para a histopatologia foi hematoxilina-eosina. As
concentracbes séricas de glicose, colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos,
bem como as concentracbes hepaticas de lipideos foram dosadas por método
colorimétrico e a concentracdo sérica de insulina por ELISA. A andlise estatistica
destas concentracOes foi realizada por ANOVA de duas vias, seguida por Tukey-
Kramer (p<0,05). Os dados histopatologicos foram analisados por frequéncia
simples. As ratas que consumiram dieta hipercal6rica tiveram maior consumo
alimentar tanto em gramas, quanto em calorias e também um maior ganho de peso
quando comparados as que receberam dieta padrdo, independente da idade. A dieta
hipercalorica provocou aumento da glicemia apenas nas ratas jovens. Tanto a dieta
hipercalorica quanto o envelhecimento provocaram aumento da concentracao sérica
de triglicerideos. As ratas velhas apresentaram reducdo na concentracdo de HDL
guando comparadas com as ratas jovens. Nao foram observadas alteracGes
significativas na concentragdo de insulina e colesterol total. Quanto ao contetdo
hepatico de lipideos, as ratas velhas apresentaram maiores concentragfes de
colesterol total e triglicerideos, mas n&o houve alteracBes significativas na
concentracdo de HDL entre os grupos. As ratas velhas que receberam dieta
hipercalorica apresentaram maior percentual de degeneracdo hepatocelular
microvacuolar. Conclui-se que a dieta hipercal6rica foi eficaz para induzir um modelo
de obesidade independente da idade. As ratas velhas se apresentam mais
resistentes as complicacdes decorrentes da obesidade no metabolismo glicidico, no
entanto, sdo mais suscetiveis as alteracbes no perfil lipidico, tanto sérico quanto
hepético. Em vista da complexidade do metabolismo e do proprio envelhecimento, é
necessario realizar outros estudos para investigar os mecanismos envolvidos nestes
resultados e na fisiologia do metabolismo no envelhecimento, buscando esclarecer
as adaptacdes metabdlicas dos individuos mais velhos ao meio em que se
encontram.

Palavras-chave: Obesidade. Envelhecimento. FEémeas. Dieta hipercaldrica.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the effect of obesity induced by a high calorie diet
on the metabolic response of Wistar rats at different ages. Two and 15 months-old
female Wistar rats were treated for 21 weeks with standard diet (2.95 kcal/g) or
hypercaloric diet (3.44 kcal/g). After the death of the animals by decapitation, the
truncal blood for biochemical analysis and two small liver fragments were collected:
one for histopathologic analysis and the other for extraction and quantification of
lipids. The staining technique was used for histopathology hematoxylin-eosin. Serum
concentrations of glucose, total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides and
liver lipidic concentrations were measured by a colorimetric method and serum
insulin by ELISA. The statistical analysis of these concentrations was performed by
two-way ANOVA, followed by Tukey-Kramer (p <0.05). Histopathological data were
analyzed by simple frequency. The female rats that consumed high calorie diet had
higher food consumption both in grams, as in calories and also a greater weight gain
compared to that received standard diet, regardless of age. The high calorie diet
caused increased blood glucose only in young rats. Both calorie diet and aging
caused an increase in serum triglycerides. The old rats showed a reduction in the
concentration of HDL when compared with young rats. No significant changes were
observed in insulin concentration and total cholesterol. The hepatic lipid content, the
old rats had higher total cholesterol and triglyceride concentrations, but there were no
significant changes in HDL concentration between groups. Old rats given high calorie
diet showed higher percentage of microvacuolar hepatocellular degeneration. We
conclude that the high calorie diet was effective to induce an independent obesity
model of age. Old rats are presented more resistant to complications of obesity in
glucose metabolism; however, they are more susceptible to changes in lipid profile,
both as serum liver. In view of the complexity of metabolism and aging itself, it is
necessary to conduct further studies to investigate the mechanisms involved in these
results and metabolic physiology in aging, seeking to clarify the metabolic
adaptations of older individuals to the environment they are in.

Keywords: Obesity. Aging. Females. High calorie diet.
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1 Introducéo

A obesidade é um distarbio multifatorial, e seu inicio e progressao tém sido
atribuidos a fatores genéticos, ambientais, comportamentais e socioecondmicos
(HAUSMAN, 2001). Sabe-se que sua prevaléncia vem aumentando
consideravelmente nos Ultimos anos. Segundo dados da Ultima Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF 2008-2009), cerca de 15% dos adultos brasileiros
apresentam obesidade e aproximadamente metade da populacdo maior de 20 anos
apresenta excesso de peso (IBGE, 2010). O que mais chama a atencdo nessa
epidemia é a velocidade com que ela aumentou nas Ultimas décadas. Em 1975
(IBGE, 1976) a obesidade estava presente em 2,8% dos homens e 7,8% das
mulheres; jA em 2009 (IBGE, 2010), a prevaléncia de obesidade era de 12,5% entre
homens e de 16,9% entre as mulheres.

Este aumento da obesidade na populacdo tem em uma de suas bases fatores
ambientais como, por exemplo, um padrdo alimentar inadequado, também
conhecido como dieta “ocidental”, sendo esta caracterizada por uma alta densidade
caldrica, ingestdo de carnes em excesso (especialmente carnes vermelhas e
processadas) e de gordura, uma alta ingestao de carboidratos refinados e um baixo
consumo de frutas, legumes, fibras e fitonutrientes (WILLCOX et al., 2014).

No Brasil, as doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo as principais
causas de 6bitos em adultos, sendo a obesidade um dos fatores de maior risco para
0 adoecimento neste grupo (SCHMIDT et al., 2011). Um dos exemplos de DCNT é a
sindrome metabdlica (SM), caracterizada pelo agrupamento de fatores de risco
cardiovascular como obesidade central, resisténcia a insulina (RI), hipertenséo
arterial e dislipidemia (LDL-colesterol alto, triglicerideos alto e HDL-colesterol baixo)
(ALBERTI et al., 2009). Além desses fatores, como principal manifestacdo hepatica
desta sindrome, temos o acumulo de lipideos no figado (DE WIT et al., 2012). N&o
ha somente um mecanismo patogénico universalmente aceito para a sindrome
metabdlica, no entanto, vérias explicacdes fisiopatologicas sdo propostas (DUQUE
et al., 2015).

Sabe-se que a localizagdo abdominal da gordura (obesidade central) se
mostra mais associada a distlrbios metabdlicos e risco cardiovascular, visto que
estd correlacionada com o tecido adiposo visceral (DESPRES, 2006). Os

mecanismos fisiopatogénicos pelos quais a gordura visceral associar-se-ia a
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sindrome metabdlica sdo motivo de controvérsia, questionando-se, inclusive, se a
primeira seria, de fato, causa ou consequéncia das anormalidades que compdem a
sindrome (RIBEIRO-FILHO et al., 2006).

Uma das teorias de que a obesidade central seria causadora das disfunctes
que sdo encontradas na sindrome metabdlica esté relacionada ao seu mecanismo
capaz de gerar resisténcia a insulina: depdsitos viscerais de triglicerideos possuem
turnover mais acelerado que o de outras regifes, aumentando a oferta de acidos
graxos livres no sistema porta, que estimulam a gliconeogénese e inibem a
depuracéo hepatica da insulina, contribuindo para elevar a glicemia, a insulinemia e
a resisténcia insulinica, e devido a este Ultimo, ocorre uma diminuicdo da
degradacéo da apolipoproteina B e aumento da producédo de lipoproteinas ricas em
triglicerideos, gerando um perfil dislipidémico (LERARIO et al., 2002).

Outras teorias tém associado a resisténcia a insulina relacionada a
adiposidade intra-abdominal com a atividade inflamatéria subclinica. O adipdcito é
capaz de secretar diversas citocinas, como a interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) que, por sua vez, interferem na sinalizagao intracelular
da insulina (ITO et al., 2009). A expressdo aumentada de RNAmM de TNF no tecido
adiposo é induzida pela obesidade, e € maior no tecido adiposo visceral em relacédo
ao subcutaneo (MAURY e BRICHARD, 2010). O TNF provavelmente esta envolvido
no desenvolvimento da sindrome metabdlica, tendo em vista que altos niveis foram
observados em individuos com esta disfuncédo (BALISTRERI et al., 2010).

Em contraponto, existem hipéteses de que o acumulo excessivo de gordura
abdominal seria apenas um marcador de um tecido adiposo disfuncional incapaz de
armazenar adequadamente o excesso de energia. De acordo com este modelo, a
capacidade do organismo para lidar com o excesso de calorias, resultante de um
consumo alimentar superior ao gasto energético e de um estilo de vida sedentério,
pode determinar a suscetibilidade do individuo para desenvolver a sindrome, ou
seja, se a energia adicional é canalizada para o tecido adiposo subcutaneo sensivel
a insulina, embora haja um balango energético positivo, o risco de desenvolvimento
de comorbidades € menor; ja se o tecido adiposo tem uma capacidade limitada para
armazenar o excesso de energia, o excedente de triglicerideos vai ser depositado
em locais indesejados como, por exemplo, coracdo, musculo esquelético, tecido
adiposo visceral e figado (DESPRES e LEMIEUX, 2006). O deposito ectépico de

adipécitos vem ganhando destaque na fisiopatologia da SM, haja vista que as
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consequéncias metabdlicas dessa incapacidade de gerir em qual tipo de tecido ir4
se acumular o excesso de energia resulta em obesidade visceral, resisténcia a
insulina, dislipidemia, deposicédo de gordura hepatica e na composi¢cao de um perfil
inflamatorio, sendo estas caracteristicas definidoras dessa DCNT.

A doenca hepética gordurosa nédo alcodlica (DHGNA) estad se tornando um
sério problema de saude global, uma vez que sua prevaléncia tem aumentado
rapidamente. A DHGNA abrange um espectro de condicdes do figado cuja
caracteristica dominante € o acumulo abundante de gordura hepatica. Na auséncia
de inflamacdo e dano hepatocelular, esta condicdo é denominada esteatose,
podendo se apresentar tanto na forma macrovacuolar, quanto microvacuolar (HAAS
et al., 2016). Quando encontramos esteatose macrovacuolar e processo inflamatorio
no Iébulo, podendo haver ou ndo, associadamente, corpusculos de Mallory, fibrose
ou cirrose, temos um quadro de esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA). Quanto a
evolucéo, 10% a 50% dos pacientes com EHNA apresentam risco para desenvolver
fibrose e, entre esses, 10% desenvolvem cirrose (MINCIS et al., 2008). A progressao
de EHNA para carcinoma hepatocelular também tem sido documentada na literatura
e observa-se que idade e fibrose avancada foram fatores de risco para o
desenvolvimento do carcinoma em individuos com EHNA (COTRIM, 2009). O
aumento de triglicerideos séricos e da glicemia, componentes da sindrome
metabdlica, esta associado ao desenvolvimento da DHGNA e, apesar de nao fazer
parte dos fatores diagnésticos da sindrome metabdlica, esta doenca esta
frequentemente associada a mesma (SBC, 2005). Estudos demonstraram que sua
prevaléncia aumenta com o envelhecimento (COTRIM et al., 2011).

Atualmente, observa-se também um crescimento do ritmo de envelhecimento
populacional; dados de 2010 apontam mais de 20 milhdes de brasileiros idosos, ou
seja, com 60 anos ou mais (BRASIL, 2011). Com o aumento da longevidade,
ocorrem também mudancas no estado nutricional da populagdo. No Brasil, Tavares
& Anjos (1999), analisando os dados de idosos de todas as regides do pais,
registraram uma prevaléncia geral de obesidade de 5,2% e 18,2% entre homens e
mulheres, respectivamente. Quando analisados apenas os idosos da regido sul, a
obesidade foi encontrada em 9,2% dos homens e em 23,3% das mulheres. Silveira
et al. (2009) analisaram 596 idosos acima de 60 anos da regido de Pelotas-RS,
encontraram 30,8% e 17,4% de obesidade em mulheres e homens,

respectivamente. Observa-se, entdo, um maior numero de idosos obesos,
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principalmente entre as mulheres (VASCONCELOS et al., 2010; MARQUES et al.,
2005).

A medida que envelhecemos, a chance de desenvolver distirbios metabélicos
sobe (LADABAUM et al., 2014). Isto ocorre porque o envelhecimento é um
acontecimento importante na vida de mamiferos, incluindo os seres humanos,
durante o qual altera¢ces metabdlicas e hormonais acontecem. Nas ratas velhas,
por exemplo, a concentracdo de estrogénio e progesterona circulantes diminuem
com a idade conduzindo a varios problemas de saude, tais como diabetes,
complicagbes cardiovasculares, osteoporose e outros (BAQUER et al., 2009). Esta
estatistica, juntamente com o aumento do percentual de obesidade observada na
populacdo idosa, cria o potencial para taxas exponencialmente mais elevadas de
doencas neste grupo populacional. Tendo em vista que o envelhecimento é
caracterizado por progressiva deterioracdo de funcdes fisiolégicas e processos
metabdlicos (VANDERVOORT et al., 1990), sup6em-se que o0s idosos sejam ainda
mais vulneraveis aos maleficios da obesidade.

Levando-se em consideracdo o aumento da obesidade, do envelhecimento
populacional e de todas as comorbidades que o individuo pode apresentar devido a
uma alimentacdo inadequada, além de que existem poucos estudos em modelos
animais que avaliem estes efeitos em fémeas com idade avangada, tendo em vista
gue a maioria dos pesquisadores pré-clinicos evita estudar roedores fémeas devido
a complexidade adicional aos métodos de pesquisa (KLEIN et al., 2015), torna-se
interessante investigar qual € a resposta dos animais em diferentes idades a uma
dieta hipercaldrica para (1) definir melhor como essas condi¢Bes interagem, (2)
analisar as consequéncias a longo prazo e (3) buscar estabelecer as diferencas

decorrentes da idade nas respostas aos desafios metabdlicos.
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2 Hipotese

A hipdtese do presente trabalho € que a obesidade induzida pela dieta
hipercalorica ira provocar diferentes respostas metabdlicas relacionadas ao

desenvolvimento de SM, de acordo com a idade dos animais.

3 Objetivos

3.1 Geral

Avaliar o efeito da obesidade, induzida pela dieta hipercal6rica, sobre a
resposta metabdlica de ratas Wistar de diferentes idades.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito de uma dieta hipercaldrica e comparar os grupos de diferentes

idades em relacdo aos seguintes parametros:

e Obesidade, evidenciada pelo ganho de peso total e indice lipossomatico, e
alteracdo no consumo alimentar;

e Resisténcia periférica a insulina, verificada pela glicemia, insulinemia e
HOMA-IR;

o Dislipidemia, avaliada pelos niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL e
triglicerideos;

e Esteatose hepética, analisada pelo conteddo de lipideos no figado e

histopatologia.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Local

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Interagdo Neuro-Humoral (LINH)
do Departamento de Fisiologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

4.2 Animais

Foram utilizadas 60 ratas Wistar fémeas jovens e velhas, sendo os animais
jovens de 2 meses e os velhos de 15 meses no inicio do tratamento, provenientes
do Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da
UFRGS. Os animais foram separados em grupos de, no maximo, cinco por caixa,
com livre acesso a dieta e a 4gua, e permaneceram em ambiente com temperatura
controlada entre 22°+2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas (das 6 as 18h). Quanto
aos grupos experimentais, as ratas foram divididas em quatro grupos: jovens que
recebiam dieta padrdo (controle jovens), jovens que recebiam dieta hipercalérica
(dieta jovens), velhas que recebiam dieta padrédo (controle velhas) e velhas que
recebiam dieta hipercalérica (dieta velhas). O tempo de duracao do tratamento foi de
21 semanas, sendo baseada em experimentos anteriores realizados em nosso
laboratoério. Os procedimentos experimentais seguiram as normas éticas brasileiras
(GOLDIM, 1997) e a Lei n° 11.794/2008 (Arouca) (BRASIL, 2008). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA), sob
namero 19788.

4.3 Dieta

A dieta padrao oferecida aos animais do grupo controle foi a racdo de biotério
(NUVILAB CR-1), com composigao de 4,5% de lipidios, 22% de proteinas e 55% de
carboidratos. A dieta experimental escolhida € uma dieta palatavel hipercal6rica
(produzida em nosso laboratorio e analisada pelo Laboratério de Nutricdo Animal do

Departamento de Zootecnia - UFRGS) composta de aproximadamente 5,1% de
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lipidios, 18,4% de proteinas e 68,9% de carboidratos. Essa dieta foi disponibilizada a
vontade, todos os dias, aos animais do grupo dieta, sendo oferecida, além disso,

dieta padrédo. Todos os animais tiveram livre acesso a agua.

Tabela 1. Composicao da dieta hipercalérica.

Ingredientes Medida
Ragéo triturada 1 kg
Caseina 150 g
Maisena 500 g
Acucar 300 g
Banha de porco 509
Agi sal 7,49
Carboximetilcelulose (CMC) 209
Agua destilada 1L

4.4 Consumo alimentar e ganho de peso

A racao era oferecida diariamente e pesada antes de ser fornecida aos
animais. Vinte e quatro horas apés o fornecimento da racdo era realizada a
pesagem da racao restante. A medida do consumo foi calculada pelo peso da racdo
fornecida menos o peso da racdo restante. Os animais foram pesados,
individualmente, no inicio do experimento, quinzenalmente e no dia da decapitacéo,

para posteriores calculos de variacao de peso.

4.5 Fases do ciclo estral

Apos 19 semanas de dieta, o lavado vaginal das fémeas foi analisado
diariamente. A coleta era realizada com auxilio de uma pera de borracha conectada
a uma ponteira contendo soro fisioldgico, introduzida no canal vaginal da fémea,
onde foi feito o lavado. O liquido era depositado sobre uma lamina e analisado a
fresco no microscopio 6ptico. Pela analise da composicdo celular do esfregaco,

inferia-se em qual fase do ciclo estral o animal se encontrava.
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O ciclo estral de ratas Wistar é dividido em 4 fases: proestro, quando o lavado
€ composto principalmente de células epiteliais; estro, quando o lavado € composto
principalmente de células epiteliais cornificadas; metaestro, quando o lavado é
composto de células epiteliais corneificadas e leucdécitos, e diestro, quando o lavado
€ composto principalmente por leucécitos. Essa técnica € importante, haja visto que
0s animais deveriam estar na mesma fase do ciclo estral no dia da morte, para que

nao ocorresse interferéncia dos hormoénios nas analises realizadas.

4.6 Eutanésia, obtencéo dos tecidos e descarte de residuos

Ao final de 21 semanas do inicio do experimento, quando as fémeas estavam no
periodo do diestro do ciclo estral, os animais foram mortos por decapitacdo em
guilhotina para roedores, sem anestesia, para obtencdo do sangue total e dos
tecidos para posterior realizacdo das analises. O método escolhido para eutanasia
baseia-se no fato deste ser um método eficaz e rapido que produz mudancas
fisiolégicas minimas nos tecidos. A morte dos animais sob anestesia, apesar de
desejavel, € incompativel com nossos experimentos porque todos 0s anestésicos
comumente utilizados em estudos com animais experimentais levam a uma intensa
hiperglicemia em roedores (BROWN et al., 2005; SAHA et al., 2005).

Os animais foram decapitados no periodo da manhd, para evitar a acdo do
cortisol sobre as células estudadas, em ambiente exclusivamente destinado a morte
dos animais, com exaustéo e higienizacdo completa de todo o material entre a morte
de um animal e outro.

Apés a morte, o sangue troncular foi coletado em tubos de ensaio contendo gel
separador e apOs aproximadamente 2 horas, o sangue era centrifugado por 15
minutos a 1000xg. O soro foi coletado, separado em aliquotas, e estocado a -20°C
até o momento das analises bioquimicas. Dois pequenos fragmentos de figado
foram retirados: um foi imerso em solucdo de formaldeido 10% para posterior
analise histoldgica e o outro foi estocado a -20°C para extragdo de lipideos. O tecido
adiposo visceral foi retirado e pesado para calculo do indice lipossomatico (ILS),
onde o peso da gordura visceral é dividido pelo peso corporal do animal.

As carcacas e demais residuos bioldgicos foram colocados em sacos plasticos

identificados com o simbolo de risco biolégico e congelados em freezer (-20°C) para
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serem posteriormente encaminhados para coleta e eliminagdo adequada por
empresa especializada.

4. 7Dosagens séricas

As concentracdes de glicose, colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos
no soro foram dosadas com kits enzimaticos (da marca Labtest) por
espectrofotometria, de acordo com as instru¢des do fabricante. A dosagem sérica de
insulina foi realizada pela técnica de ELISA, de acordo com as orientacdes do

fabricante do kit (Millipore).

4.8 Conteudo hepético de lipideos

As amostras de figado foram descongeladas em gelo e homogeneizadas em
solucéo salina (propor¢éo 20:1) para a dosagem hepéatica de lipideos. Os contetdos
de triglicerideos e de colesterol total foram medidos no homogenizado utilizando kits
de ensaio disponiveis comercialmente (Labtest). Para a dosagem de colesterol HDL,
acrescentou-se 200 pL de acido tricloroacético (TCA-50%) ao homogenizado e, apos
a centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 minutos, o precipitado ficou na capela para
secagem durante um dia. A seguir, foram adicionados 800 pL de cloroférmio
metanol (2:1) e o sobrenadante foi retirado e colocado em um frasco de vidro para
secagem durante trés dias. Apoés, adicionou-se 500 pL de alcool isopropilico e as
amostras foram agitadas em vértex e utilizadas para a dosagem de colesterol HDL
por meio de um kit de ensaio disponivel (Labtest) para esse fim, seguindo as
orientacdes do fabricante.

4.9 Histopatologia hepéatica

As amostras de tecido hepatico para analise histolégica permaneceram 48
horas em formaldeido 10% e, posteriormente, foram embebidas em parafina. Na
etapa seguinte, os blocos de parafina foram fixados ao Microtomo no qual realizaram

cortes com trés micrdmetros de espessura (3um). Na fase de desidratacdo, as
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estruturas passaram por trés recipientes com alcool absoluto e por dois de xilol. Na
fase de coloragéo, as laminas foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina
(HE) durante cinco minutos cada uma, intermediadas por um banho de agua
corrente. Para a laminula se fixar sobre a lamina, utilizou-se o Balsamo do Canada,
finalizando, assim, o processo de preparacdo. Apds a preparacdo das laminas,
ocorreu a analise histopatologica pela equipe de patologistas do Departamento de

Patologia Clinica Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

4.10 HOMA-IR

A fim de mensurar a possivel resisténcia a insulina dos animais, fez-se o
calculo do indice do HOMA (modelo de avaliagdo da homeostase) proposto por
Matthews (MATTHEWS et al., 1985), a partir dos valores de glicose e de insulina

séricos ([glicemia em mmol/L x insulinemia em mU/L] / 22,5).

4.11 Analise estatistica

Os dados obtidos, com excec¢do da histopatologia, foram avaliados por
Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo poés-teste de Tukey-
Kramer quando necessario e expressos pela média + erro padréo. As diferencas
entre as médias foram consideradas significativas para valores de p<0,05. Em
relacdo a histopatologia hepatica, os dados foram analisados por frequéncia simples
(porcentagem dos animais com presenca de degeneracdo hepatocelular
microvacuolar em relacdo ao numero total de animais do grupo). Foi utilizado o

software GraphPad Prism®.
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5 Resultados

5.1 Consumo alimentar, ganho de peso e ILS

Os animais que consumiram a dieta hipercal6rica tiveram um maior consumo
em gramas (p=0,0001) e em calorias (p=0,0001) em relacdo aos alimentados com a
dieta padrao, independente da idade, como ilustrado na Figura 1. Observamos ao
longo do experimento um maior ganho de peso nos animais que receberam a dieta
hipercalorica (2A). Consequentemente, a dieta hipercaldrica provocou um maior
ganho de peso total em ambos os grupos (p=000,1), entretanto o peso absoluto dos
animais velhos foi menor que o dos animais jovens (p=0,0001), como mostra a
Figura 2B. Além disso, observamos na Figura 3, que 0s grupos que receberam dieta
hipercal6rica apresentaram maior ILS (p=0,0001) em relacdo aos animais que

consumiram a dieta padrao.
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Figura 1. Consumo alimentar. A) Consumo em gramas: 0s animais do grupo dieta
consumiram maior quantidade em gramas do que o grupo controle em ambos os grupos
(p=0,0001; n=15). B) Consumo energético em kcal: os animais do grupo dieta
consumiram mais calorias em relacdo ao grupo controle, independente da idade
(p=0,0001; n=15). Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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Figura 2. Peso corporal. A) Ganho de peso quinzenal. Houve interacdo entre os
fatores dieta e tempo de tratamento (p <0,001), efeito da dieta (p <0,001) e do tempo de
tratamento ((p <0,001). Dados analisados por ANOVA de medidas repetidas. B) Ganho
de peso total. O peso dos animais velhos foi menor que o dos animais jovens (a,b:
p=0,0001). A dieta hipercal6rica provocou um aumento de peso em ambos os grupos
(*p=0,0001). n=12- 16 por grupo. Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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Figura 3. A dieta hipercal6rica provocou um aumento no ILS em ambos 0s grupos.
(p=0,0001; n =12). Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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5.2.1 Perfil glicidico
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A dieta hipercal6rica provocou um aumento na glicemia somente nos animais

jovens (p=0,0354) e o envelhecimento causou uma diminuicdo neste parametro

(p=0,0363), como mostra a figura 4A. Nao houve diferenca significativa nas

concentracdes de insulina (Figura 4B). Em relacdo ao indice HOMA, houve interacao

entre os fatores dieta e idade (p=0,0225), onde os animais jovens que receberam

dieta hipercaldrica apresentaram maiores valores do indice, mas nao foram

encontrados efeitos significativos da dieta e da idade (Figura 4C).
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Figura 4. Perfil glicidico. A) Glicemia sérica. O envelhecimento causou uma diminui¢ao
na glicemia (a,b: letras diferentes representam p=0,0363). A dieta hipercaldrica provocou
um aumento de glicemia somente nos animais jovens (*p=0,0354). B) Insulina sérica.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos. C) HOMA-IR. A dieta hipercalérica
provocou um aumento no indice de HOMA somente nos animais jovens (*p=0,0225) n=
8-9. Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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5.2.2 Perfil lipidico
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A dieta hipercaldrica produziu um aumento nos triglicerideos séricos (p=

0,0046) em ambos os grupos (Figura 5C). O envelhecimento causou uma diminui¢cao

no colesterol HDL (p=0,0346), além de um aumento nos triglicerideos (p=0,0102),

observado nas Figuras 5B e 5C, respectivamente. Nao houve diferenca significativa

nas concentracdes de colesterol total (Figura 5A).
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Figura 5. Perfil lipidico. A) Colesterol total sérico. Nado houve diferenca significativa
entre os grupos. B) Colesterol HDL sérico. As ratas velhas apresentaram redugdo na
concentracdo de HDL quando comparadas com as ratas jovens, independente da dieta
(p=0,0346). C) Triglicerideos sérico. O envelhecimento causou um aumento na
p=0,0102). A dieta hipercalérica provocou um
aumento nos triglicerideos em ambos os grupos (* p=0,046). n= 11-12 por grupo.
Dados analisados por ANOVA de duas vias.




Colesterol total (mg/dL)

27

5.3 Parametros hepaticos

5.3.1 Conteudo hepético de lipideos

A dieta hipercal6rica ndo provocou nenhuma diferenca significativa nos
lipideos hepaticos, porém o envelhecimento provocou um aumento nas
concentracfes de colesterol total (p=0,0067) e de triglicerideos (p=0,0003), como
podemos observar na Figura 6A e 6C, respectivamente. Nao houve diferenca

significativa nas concentragdes de colesterol HDL (Figura 6B).
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Figura 6. Contetdo hepético de lipideos. A) Colesterol total: O envelhecimento causou
um aumento na concentragdo de colesterol total (a,b: p= 0,0067). B) Colesterol HDL.:
N&o houve diferenca significativa entre os grupos. C) Triglicerideos: O envelhecimento
provocou um aumento na concentracdo de triglicerideos (a,b: p=0,0003). n= 6-8 por
grupo. Dados analisados por ANOVA de duas vias.
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5.3.2 Histopatologia hepatica

A dieta hipercal6rica ndo causou alteragbes no percentual de degeneragéo
hepatocelular microvacuolar nos animais jovens, todavia as ratas velhas submetidas
a esse tratamento apresentaram um maior percentual de animais com degeneracao.
N&o houve avaliacdo da intensidade da alteracdo hepatica estrutural e sim da
presenca ou ndo da alteracdo histopatolégica. Além disso, as ratas velhas que
receberam dieta hipercalérica também apresentaram moderado infiltrado
inflamatorio multifocal em regido periportal, entretanto isto ndo foi visto em nenhum

dos grupos dos animais jovens.

CONTROLE VELHAS DIETA VELHAS
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Histopatologia hepéatica
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Figura 7. Histopatologia hepética. A= grupo controle jovens (50%); B= grupo dieta
jovens (50%); C= grupo controle velhas (33%); D= grupo dieta velhas (83%) (laminas
coradas com HE). As ratas velhas que receberam dieta hipercalérica apresentaram
maior percentual de degeneracdo hepatocelular microvacuolar. Dados analisados por
frequéncia simples.
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6 Discusséao

Este estudo mostrou que os animais que receberam dieta hipercaldrica,
independente da idade, consumiram uma maior quantidade de ragcdo em gramas e
em calorias e, apresentaram ao longo do tratamento um ganho de peso semelhante
em ambos 0s grupos, resultando no aumento do peso corporal do mesmo modo nas
diferentes idades. Embora ndo houvesse uma diferenca grande na quantidade de
calorias oferecidas pela dieta hipercalorica usada neste estudo (controle: 2,95/kcal/qg;
dieta: 3,44/kcall/g), ela apresentava alta palatabilidade e o tempo de tratamento foi
relativamente grande (21 semanas), o que provavelmente foi um fator importante
para induzir a diferenca encontrada no ganho de peso obtido nos animais jovens e
velhos que foram alimentados com essa dieta.

Observa-se entre os idosos uma reducdo da acuidade dos 6rgdos dos
sentidos (visédo, audicao, olfato, gustacao e tato), o que pode levar ao desinteresse
pela alimentacdo (GUEDES et al., 2008). Estudos realizados com humanos mostram
um quadro importante de anorexia nos idosos, ou seja, uma diminuicdo ou perda do
apetite, ocasionando a reducéo da ingest&o de alimentos (ACUNA e CRUZ, 2004).
No presente estudo, os animais velhos iniciaram a dieta aos 15 meses de idade e
nao verificamos diminuicdo da quantidade de alimento ingerido pelos ratos mais
velhos, contrariando os estudos citados. Em outro estudo realizado em nosso
laboratorio, no qual ratas Wistar iniciaram o tratamento 3 meses depois dos animais
usados no presente estudo (18 meses) e foram submetidas a dieta de cafeteria
durante 12 semanas, nao foi observada diminuigdo no consumo, entretanto o ganho
de peso e o ILS foram menores nos animais velhos (TEIXEIRA, 2014), mostrando
gue o momento de introducdo da dieta, o tempo de tratamento e o tipo de dieta
podem influenciar diretamente esses parametros.

Todavia, o0 grupo de animais velhos que recebeu a dieta padrdo sofreu uma
perda de peso ao longo do experimento. Portanto, apesar de haver um ganho de
peso aproximadamente igual (~80%) nos animais que receberam a dieta, 0 peso
absoluto dos animais velhos &€ menor do que o dos jovens. Também se deve
considerar que os ratos velhos iniciaram o experimento com 15 meses e ao final da
dieta eles estavam com 20 meses, 0 que é uma idade bastante avancada em ratos.
Desse modo, embora eles tenham ganhado peso com a dieta, eles apresentavam

peso absoluto menor do que os jovens. Uma possivel explicacdo para esse
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resultado é a sarcopenia causada pelo envelhecimento, sendo que esta descreve
uma perda muscular esquelética (ROSENBERG, 1989), ou seja, uma diminuicdo da
massa magra nos idosos, o que se reflete em um quadro de perda de peso nesta
populacdo. Apesar disso, esses animais responderam a dieta hipercalorica de modo
semelhante aos animais jovens e ganharam peso do mesmo modo que 0s jovens.

Além do aumento do peso dos animais, a dieta hipercalérica contribuiu para a
deposicao de tecido adiposo visceral em ambos os grupos, avaliado pelo ILS, o qual
€ associado a varios prejuizos a saude, tanto de individuos jovens, quanto de
idosos, bem como para a manifestacdo de sinais de sindrome metabdlica. Sendo
assim, esta dieta foi capaz de induzir um quadro de obesidade tanto nos animais
jovens guantos nos velhos de modo semelhante. Por outro lado, os animais mais
velhos sem dieta ndo apresentaram ILS diferente dos jovens controle. Esse
resultado contrariou estudos que mostram que o envelhecimento fisiolégico esta
associado a um aumento progressivo da massa adiposa em mulheres, que pode ser
associado ou ndo ao ganho de peso (ZAMBONI et al., 1997; FANTIN et al., 2007).

Ja esta descrito na literatura que a obesidade pode levar a um quadro de
resisténcia a insulina, observada pelo aumento da glicemia e da insulinemia. Dietas
ocidentais, devido ao alto teor de gorduras e de carboidratos, estdo associadas a
resisténcia a insulina, principalmente por causa dos acidos graxos saturados e das
gorduras trans (BRAY et al., 2002). Neste trabalho, a dieta hipercal6rica utilizada
continha 5,1% de lipideos e 68,9% de carboidratos, e apesar de ter mais calorias, a
concentracdo de lipideos ndo era tdo alta como em algumas dietas de cafeteria, as
quais sao semelhantes as dietas ocidentais que contém um alto teor de gordura. A
dieta usada aqui levou a uma hiperglicemia apenas nos ratos jovens, mostrando
uma interacdo entre o0s efeitos da dieta e da idade na glicemia.
Surpreendentemente, 0s animais velhos apresentaram uma menor concentracéo de
glicose sérica em relacao aos jovens.

Entretanto, ndo foram detectadas alteragfes significativas na insulinemia nos
animais que receberam a dieta hipercal6rica. Apesar disso, pode-se dizer que houve
uma tendéncia de aumento no grupo dieta jovens. Apesar de nao haver diferenca
significativa na insulinemia, as ratas jovens que receberam a dieta hipercaldrica
apresentaram hiperglicemia, e constatamos entdo, uma possivel Rl nos animais
jovens que consumiram a dieta, evidenciado pelo HOMA-IR neste grupo. Em

humanos, a determinacdo da resisténcia a insulina por esse indice tem sido utilizada
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tanto na prética clinica, quanto em estudos epidemioldgicos (SALGADO et al., 2010).
Como para este indicador ndo ha ponto de corte para animais assim como h& para
humanos, apenas podemos comparar o valor encontrado entre os grupos. Sendo
assim, parece que 0S animais jovens que consumiram este tipo de dieta podem
estar no inicio do desenvolvimento de resisténcia a insulina, onde os niveis de
glicose estéo elevados, mas os de insulina ainda néo.

Quando analisamos a concentracdo sérica de TNF-a neste grupo de animais
(dados néo publicados), observamos um aumento devido a dieta hipercaldrica em
ambos os grupos. Sabendo que o TNF pode mediar a resisténcia a insulina, uma
vez que induz a fosforilacdo de um residuo de serina do substrato para receptor de
insulina 1 (IRS-1) pela cJun-quinase NH2-terminal e, que isto determina a inibicdo
da fosforilacdo adequada de tirosina do IRS-1 e, consequentemente, inadequada
sinalizacdo da insulina (BALISTRERI et al. 2010). Apesar de ambos os grupos
apresentaram aumento nas concentracbes de TNF, somente o0s jovens
apresentaram resisténcia a insulina. Visto isso, pode-se sugerir que as ratas velhas
sdo mais resistentes do que as jovens aos maleficios da obesidade, quando foi
avaliada a resisténcia periférica a insulina, uma vez que a concentracdo de glicose
sérica desse grupo de animais se apresenta menor que o dos jovens e ndo houve
alteracdes na insulinemia, apesar da obesidade e do aumento da concentragao
sérica de TNF.

Sabe-se que o0 envelhecimento é acompanhado por uma diminuicdo da
massa magra e atividade fisica e que estes, juntos, predispdem para aumento da
gordura total e da Rl (LOVRE et al., 2016). Além disso, quando a concentracdo de
estrogénio circulante comeca a diminuir nas mulheres, ou seja, na menopausa, elas
se tornam mais resistentes a insulina (MAUVAIS-JARVIS, 2015). Apesar das ratas
velhas utilizadas neste estudo néo terem ciclos estrais regulares, ndo foram dosados
0s niveis seéricos de estradiol e, portanto, ndo podemos avaliar sua participacao
neste resultado.

Em nosso laboratério, quando utilizada a dieta de cafeteria por 12 semanas,
0S animais que receberam a dieta apresentaram resisténcia a insulina, independente
da idade (TEIXEIRA, 2014). Provavelmente, o alto teor de lipideos (40%) da dieta de
cafeteria em comparacdo com o percentual de lipideos da dieta usada no presente
estudo (5,1%) seja o principal responsavel por essa diferenca. Também se deve

considerar, que no presente trabalho ndo foram avaliados outros parametros que
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poderiam contribuir para definir se ha resisténcia a insulina, tais como marcadores
da via PI3K/Akt, uma das principais vias de sinalizacdo da insulina (CARVALHEIRA
et al., 2009). De qualguer modo, o resultado encontrado aqui de que as velhas
poderiam ser mais resistentes a dieta hipercalérica deve ser melhor explorado,
aumentando o numero de animais, alterando a dieta e as idades estudadas, e
avaliando também em outros modelos experimentais, na busca de encontrar a
confirmacédo desse dado e, se possivel, 0 mecanismo responsavel por isso. Por
outro lado, as ratas velhas ndo apresentaram melhor perfil lipidico do que as jovens,
mostrando que seu melhor desempenho metabdlico frente a dieta foi apenas no
metabolismo glicidico, o que também sugere que se deveria realizar mais estudos
pré-clinicos em animais velhos, especialmente nas fémeas.

Outro fator que caracteriza a sindrome metabodlica € a dislipidemia. A
dislipidemia € caracterizada por uma modificacdo da quantidade de lipideos
circulantes no sangue, incluindo o aumento de colesterol total, LDL, triglicerideos e
diminuicdo de HDL (GOWDY e FESSLER, 2012). No presente estudo, esta
alteracdo foi encontrada nos animais de ambas as idades, sendo que nos jovens
houve um aumento da concentragéo de triglicerideos no grupo que consumiu a dieta
e, nos velhos, um aumento desta concentracdo em decorréncia da idade e da dieta,
ou seja, eles apresentavam mais triglicerideos séricos que os jovens e, quando,
submetidos a dieta esse aumento era ainda maior. Os animais mais velhos também
apresentaram uma menor concentracdo de colesterol HDL em relacdo aos jovens.
N&o houve diferenga significativa nas concentragdes de colesterol total, nem devidas
a dieta nem a idade. Seguindo na comparagdo com o estudo prévio que utilizou a
dieta de cafeteria, nossos resultados foram semelhantes tanto no parametro
colesterol total, quanto no HDL, mas os triglicerideos apresentaram interacéo dieta e
idade.

Ja foi descrito que os niveis séricos de triglicerideos em resposta a uma dieta
hipercalorica dependem da idade dos ratos (CHUFFA E SEIVA, 2013).
Identificamos, nesse caso, que também variam de acordo com a dieta empregada,
sendo a de cafeteria muito mais caldrica e hiperlipidica do que a utilizada no
presente estudo. A elevacdo dos niveis de triglicerideos tem sido associada de
forma independente com o aumento de risco de eventos cardiovasculares
(HOKANSON e AUSTIN, 1996). Além disso, recentemente associou-se seu aumento
com a diminuicdo do colesterol HDL (TENENBAUM et al.,, 2014). No presente
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trabalho, essa relacdo foi encontrada somente nos animais velhos, uma vez que
estes animais apresentaram maiores concentracdes de TG e menores de HDL. Isso
também esta de acordo com estudos realizados tanto em humanos (TADDEI et al.,
1997) quanto em ratos (ZAGAYKO et al., 2013), onde os individuos de maior idade
tinham menores concentragbes de HDL. Segundo a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2013), as dislipidemias secundarias sdo mais frequentes nos idosos,
podendo se originar a partir de diabetes melito, intolerancia a glicose, sindrome
nefratica, obesidade, alcoolismo ou uso de medicamentos. No entanto, observamos
que as ratas velhas apresentaram um quadro de dislipidemia mesmo quando nao
foram submetidas a dieta e, por consequéncia, ndo apresentavam um quadro de
obesidade, evidenciando uma dislipidemia devido ao envelhecimento. Ainda ndo se
sabe exatamente quais 0s mecanismos envolvidos neste disturbio em individuos
mais velhos, mas ja estad descrito que os idosos sdo 0 grupo da populacdo com
maior prevaléncia de eventos cardiovasculares (RIGO et al.,, 2009), sendo a
dislipidemia um dos fatores responsaveis por isso.

A dislipidemia que acompanha os quadros de obesidade pode ser
acompanhada por alteracBes hepaticas relacionadas com o acumulo de gordura
corporal. A DHGNA ¢é a doenca hepatica cronica mais comum no mundo,
representando a manifestacao hepética da SM (DEMIR et al., 2015). A esteatose
hepatica, caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura nos hepatécitos, é
considerada o estagio inicial da DHGNA (ADAMS E LINDOR, 2007). Ha evidéncias
sugerindo que a esteatose hepética estd estreitamente associada a obesidade,
resisténcia a insulina e dislipidemia (LECLERCQ et al., 2007). No presente estudo,
foi encontrado um aumento do conteddo de lipideos no figado devido a idade dos
animais, ou seja, as ratas velhas apresentaram uma maior concentracdo hepatica de
colesterol total e de triglicerideos. Entretanto, ndo foram detectadas alteracdes neste
acumulo devido apenas a dieta, ou seja, independente da idade. Provavelmente isso
se deve ao baixo teor de lipideos da dieta usada neste estudo.

Quando realizada a andlise histopatolégica, a degeneracdo hepatica
microvacuolar é mais frequente nas ratas velhas que consumiram a dieta, embora os
animais velhos que ndo receberam a dieta tivessem frequéncia de alteracao
histopatoldgica igual aos jovens. Na DHGNA, o acumulo intra-hepatico de lipideos
pode ser considerado a resultante das anormalidades do metabolismo lipidico, tais

como, aumento da lipdlise periférica, da absor¢cdo de acidos graxos livres pelo
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figado, da sintese de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), bem como
reducdo da oxidacdo dos acidos graxos livres e liberacdo de triglicerideos
(ALMEDA-VALDES et al., 2015). Em suma, esse conjunto de alteracdes hepaticas
encontradas neste estudo sugerem que as ratas velhas foram mais suscetiveis as
alteracdes no perfil lipidico tanto sérico quanto hepético, sendo que o primeiro pode
estar influenciando diretamente nos resultados do segundo, criando um ambiente
propicio a esteatose devido a dieta. Desse modo, a dieta hipercalorica parece ser
mais danosa aos animais velhos do que aos jovens quanto ao perfil lipidico,
considerando a dieta usada neste estudo e a idade avaliada.

Por outro lado, os animais que apresentaram obesidade n&o tiveram uma
maior retencdo de lipideos no figado e ndo houve associacéo entre o teor hepatico
de lipideos e a resisténcia a insulina. Possivelmente, isso é devido ao tipo de dieta
usada neste estudo. Porém, os animais que receberam essa dieta hipercal6rica
tiveram aumento dos triglicerideos séricos e entre os jovens houve aumento da

glicemia e no indice HOMA-IR, indicando resisténcia a insulina.
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7 Consideracg0es finais

Pode-se concluir que a dieta hipercalérica utilizada foi eficaz para induzir um
modelo de obesidade independente da idade, uma vez que tanto as ratas jovens,
qguanto as velhas a consumiram em quantidades semelhantes e apresentaram um
aumento do ganho de peso do mesmo modo.

Quando analisados os parametros diagnosticos da sindrome metabdlica,
encontrou-se em ambos 0S grupos, jovens e velhas, obesidade visceral, evidenciada
pelo aumento da proporgéo de tecido adiposo visceral em relagdo ao peso corporal,
sendo esta, determinante desta sindrome. Houve diferenca nas respostas entre 0s
animais de diferentes idades, as ratas velhas se apresentam mais resistentes as
complicacBes decorrentes da obesidade no metabolismo glicidico, no entanto, séo
mais suscetiveis as alteracdes no perfil lipidico, tanto sérico quanto hepatico.

Observamos que apesar das respostas diferentes, ndo necessariamente 0s
animais mais velhos apresentam pior desempenho fisiolégico. Em vista da
complexidade do metabolismo e do proprio envelhecimento, € necessario realizar
outros estudos para investigar os mecanismos envolvidos nestes resultados e na
fisiologia do metabolismo no envelhecimento, buscando esclarecer as adaptacdes

metabolicas dos individuos mais velhos ao meio em que se encontram.
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