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RESUMO

TOBARUELA, C. N. Estudo fenotipico preliminar de camundongos fémeas
Swiss espontaneamente obesas . [Preliminary phenotypic study in spontaneously
obese Swiss females mice]. 2015. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2015.

A obesidade é um sério problema de saude publica. Este estudo teve como obijetivo
avaliar o crescimento de camundongos fémeas Swiss, oriundas do biotério do
Departamento de Patologia da FMVZ-USP, que se tornam espontaneamente
obesas, tentando identificar em que periodo se iniciam estas caracteristicas de
obesidade. Para isso, foram realizados dois experimentos: Exp. 1 - as fémeas foram
acompanhadas do dia pds-natal 303 (DPN 303) até o DPN 491; Exp. 2 - as fémeas
foram acompanhadas do DPN 1 até o DPN 240. No Exp. 1, os animais foram
divididos em dois grupos: obesas (OB) e ndo obesas (NOB), todas receberam dieta
padrdo. No Exp. 2, ao completarem 21 dias de vida, as fémeas foram divididas em 4
grupos: dieta padrao (DP), grupos DP-OB e DP-NOB e dieta hiperlipidica (DHF),
grupos DHF-OB e DHF-NOB; receberam DHF somente durante a peripuberdade
(DPN 21-DPN 60). Em ambos os experimentos foram realizados acompanhamento
de peso corporal, acompanhamento de ingestao alimentar, medicdo de comprimento
corporal e medicao de circunferéncia abdominal. No DPN 470, foi realizado o teste
de toleradncia a insulina (TTIl) e no DPN 472 o teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG) nas fémeas do Exp. 1 e da mesma forma nos DPN 230 e 232 nas fémeas
do Exp. 2. Foi realizado teste de suspensao pela cauda (TSC) nos animais do Exp.
2. Ao final dos experimentos foram realizadas dosagens séricas de triglicérides,
colesterol total, AST, leptina e insulina, além das pesagens dos 6rgéos: gorduras
gonadal e retroperitoneal, figado, rim com adrenal e utero com ovarios. Os
resultados obtidos em cada experimento foram avaliados por meio de ANOVA de
duas vias seguida do teste de Bonferroni e t Student, p<0,05. Em ambos os
experimentos 0s animais obesos apresentaram maior comprimento corporal e
circunferéncia abdominal, além de pesagem elevada dos oOrgaos figado, rim e
gorduras. As dosagens de leptina foram significantes para todos os animais obesos
e as dosagens de triglicérides foram significantes nos grupos OB e DP-OB. No Exp.
1, houve diferenca significante na resposta a insulina entre os grupos OB e NOB

(TTI) e as fémeas OB tiveram maior pico de glicemia aos 20 minutos de teste e



permaneceram por mais tempo com o0s niveis glicémicos elevados (TTOG); os
animais do grupo OB tiveram aumento significante do ganho de peso corporal ao
longo do tempo, atingindo 70g; as dosagens de AST foram significantes nos animais
OB. No Exp. 2, os animais do grupo DP-OB tiveram aumento significante do ganho
de peso corporal ao longo do tempo, mostrando ganho de peso elevado apés o DPN
81; as dosagens de insulina foram significantes no grupo DP-OB em relacdo ao
grupo DP-NOB; TSC nédo apresentou resultados significantes. Portanto, as
alteracoes de ganho de peso elevado, maior crescimento corporal e maior
circunferéncia abdominal podem ser observadas nas fémeas DP-OB ja no inicio da
vida adulta. Entretanto, as alterac6es metabdlicas aparecem somente em idade
avancada (Exp. 1). Assim, mais estudos sdo necessarios a fim de que se possa

elucidar a origem das alteracdes fenotipicas encontradas.

Palavras-chave: Obesidade. Tecido adiposo. Sindrome metabdlica. Leptinemia.



ABSTRACT

TOBARUELA, C. N. Preliminary phenotypic study in spontaneously obese
Swiss females mice. [Estudo fenotipico preliminar de camundongos fémeas Swiss
espontaneamente obesas]. 2015.64 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2015.

Obesity is a serious public health problem. This study aimed to evaluate Swiss
female mice growth that were born in the Department of Pathology (FMVZ-USP) and
became obesa spontaneously, trying to identify in which period these obesity signs
start. Therefore, two experiments were conducted: Exp. 1 — females were observed
from post-natal day 303 (PND 303) to PND 491; Exp. 2 — females were observed
from PND 1 to PND 240. In the Exp. 1, animals were assigned to either one of two
groups: obese (OB) and non-obese (NOB), where both groups received standard
chow. In the Exp. 2, when females were 21 days old, they were assigned to either:
standard chow (DP), DP-OB or DP-NOB groups, and high fat diet (DHF), DHF-OB
and DHF-NOB groups; these animals received DHF only in the peripuberty period
(PND 21- PND 60). Body weight gain, food intake, body length and abdominal
circunference were measured in both experiments. In PND 470, insulin tolerance test
(ITT) and PND 472 the oral glucose tolerance test (OGTT) were performed in the
females from Exp. 1, and in PND 230 and PND 232, respectively, in the animals from
Exp. 2. The tail suspension test (TST) was performed in the animals from Exp. 2. In
the end of experiments, blood levels of triglycerides, total colesterol, AST, leptin and
insulin were evaluated and the following organs were weighted: gonadal fat pad,
retroperitoneal fat pad, liver, kidney including adrenals and uterus with ovaries.
Results were analysed by two-way ANOVA with Bonferroni post-test and t Student
test, p<0.05. Obese animals in both experiments showed bigger body length and
abdominal circunference, including heavier organs such as liver, kidney and fat pads.
Leptin levels were significant higher in all obese animals and triglycerides levels were
significant in OB and DP-OB groups. In the Exp. 1, there was a significant diference
in the response to insulin injection in between groups OB and NOB (ITT) and OB
females reached higher glicemic levels 20 min after the glucose administration,
keeping these levels high longer (OGTT); OB females showed a significant increase
in the body weight gain over time, reaching 70g; AST levels were significant in OB

animals. In the Exp. 2, animals from DP-OB group had significant higher body weight



significant in the DP-OB group comparing to DP-NOB; there was no significant
results in the TST. Therefore, heavier body weights, bigger body length and bigger
abdominal circunference were observed in DP-OB females in the beginning of adult
life. However, metabolic alterations can be detected only in late adult life (Exp. 1).
Thus, more studies need to be done aiming to clarify the origin of the phenotypic

alterations found here.

Keywords: Obesity. Adipose tissue. Metabolic syndrome. Leptinemia.



1

2

2.1
2.1.1
2.1.1.1
2.2
2.2.1
2.3

2.4
24.1
3

4

4.1
4.1.1
4.1.1.1
4.1.2
4.1.2.1
4.1.2.2
4.1.2.3
4.1.2.4
4.1.3
4.1.3.1
4.1.3.2
4.1.3.3
4.1.3.4
4,14
4.2
4.2.1
4.2.1.1
4.2.2
4.2.2.1

SUMARIO

INTRODUGAO ... .ottt nanes 13
REVISAO DE LITERATURA ..ottt 16
TECIDO ADIPOSO..... ittt e e e e e e e eanns 16
Tecido adipoS0 - Orga0 €NAOCIINO ....ceviiiiiiiiiiiiiiei e 17
[T o] ([ = WO PO PP PPPPPPPPPPPPPI 18
SINDROME METABOLICA .....ooutiiitiiiteie ettt 20
11T U1 1T - P 21
OBESIDADE INDUZIDA PELA DIETA ..o 22
DEPRESSAOQ ..ottt ettt sese s 23
Teste de suspensao pela Cauda.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiie 24
OBUIETIVOS ... e e e et e et e e e eees 25
MATERIAIS E METODOS ..ottt 26
EXPERIMENTO L ..ttt e e e e e s et e e e e e e e a e 26
LN 111 0= LS PP PP PPPPPPPPPPPPP 26
(©70] 0] 00151 [oF= Lo I F= U - ox- T 27
Acompanhamento fiSICO .......ccuvviiiiiiiiii e e 27
Acompanhamento do ganho de PESO..........ccevivviiiiiiiiin e 27
Acompanhamento da ingestao alimentar.............ccccceeeiveiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
Medicao da circunferéncia abdominal.................eviiiiiiiiii 29
Medicdo do comprimento COrpPoral............uuuiiieeiiiieeiiee e e 30
Acompanhamento metabOliCo ........cccooviiiiiiiiiiiicii e 31
Teste de Tolerancia a insulina (TT1.....uuueiiiiiiiee e 31
Teste de Tolerancia & glicose (TTOG)......ciiiiiiieieeeieeeeeeeee e 32
Testes DIOQUIMICOS.........cuuiiieec e s 32
TeStES NOMONAIS......ce i it eeeeees 33
PeSagem d€ OIA0S......ccoiiiiiiiiiie e ettt e e e e e e e 33
EXPERIMENTO 2 ...ttt e e e e e e s et n e e e e e e e 33
LN o111 0= USRS 33
(00] 0] 0Jo 1S (o= Lol F= W 7= o= Lo F U 35
Acompanhamento fiSICO ........cooiiiiiiii e 35

Acompanhamento do ganho de PESO.......cccevvviiiiiiiiiiiee e 36



4222
4223
4224
423
4231
4232
4233
4234
424
425
4.3

Acompanhamento da ingestao alimentar................cccccccoiiiiiiiiiinn. 36
Medicao da circunferéncia abdominal.................ccooooiiiiiiiiiiiiii e 37
Medigao do comprimento corporal............ccoooiviiiiiiiiiiiiie e 37
Acompanhamento metabolico..................ccccceeieiiii ST
Teste de Tolerancia ainsulina (TT1).......oioiiiii i 38
Teste de Tolerancia a glicose (TTOG).........ccoooveiiieiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeee 38
Testes bIOQUIMICOS. .......coiiiiii e e e e e e 38
Testes NOMMONAIS. ...t e e e e e e e e aeeeeeas 39
Pesagem de Orgaos .............oooiiiiiiiiiiiiiiie et 39
Teste de suspensaopelacauda ...................oooooiiiiiiiiii 40
ANALISES ESTATISTICAS ..., 40
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e 41
DISCUSSAOD. ..o 58
CONCLUSOES ... e 60

REFERENCIAS ..o, 61



13

1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca definida como acumulo anormal ou excessivo de
gordura corporal que apresenta um risco para a saude (SIKARIS, 2004; OMS, 2012).
Trata-se de um problema de saude publica de propor¢cbes gigantescas tanto em
paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003; LIMA, 2008), onde esta doenca vem
crescendo cada vez mais. Alguns levantamentos apontam que mais de 50% da
populacdo esta acima do peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e obesidade; entre as
criangas esta em torno de 15% (ABESO, 2015).

Em 2008, mais de 1,4 bilhdes de adultos estavam acima do peso ideal, em
2010, mais de 40 milhGes de criancas menores de cinco anos estavam com
sobrepeso e atualmente, se sabe que 65% da populacdo mundial vive em paises
onde o sobrepeso e a obesidade matam mais pessoas do que a subnutricdo (OMS
2,2012).

A projecao para 2025 é de que cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com
sobrepeso, e mais de 700 milhdes, obesos; ja 0 niumero de criancas com sobrepeso
e obesidade no mundo pode chegar a 75 milhGes, caso nada seja feito (ABESO,
2015).

O aumento do risco da morbidade e mortalidade anteriormente era
considerado problema apenas em paises de alta renda, agora estdo dramaticamente
em ascensdo em paises de baixa e média renda, principalmente em areas urbanas
(OMS, 2012).

Hoje em dia a obesidade também tem sido observada de forma crescente nos
animais de companhia (GERMAN, 2006). A maioria dos investigadores concorda
gue tal incidéncia nos animais domésticos tende a aumentar (DEVITO et al., 2015) e
esta incidéncia nos animais parece refletir o aumento da incidéncia da obesidade
nos humanos (GERMAN, 2006).

A obesidade é caracterizada como uma sindrome metabdlica complexa onde
ha alteracdo do equilibrio dindmico de energia, o qual envolve ndo apenas o
cérebro, mas também as reagfes bioquimicas béasicas no figado, gordura e tecido
muscular (STICE et al., 2013).

Sua definicdo ndo pode ser simplesmente feita em termos de peso corporal,
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pois assim se deveria esperar que uma pessoa pequena fosse mais leve que uma
pessoa alta. A simples expressao para isto é o indice de massa corporea (IMC),
calculado com o peso (kg) dividido pela altura ao quadrado (m?) (SIKARIS, 2004).

O ideal IMC é o nivel maximo de expectativa de vida, e quando se apresenta
maior que 28 é considerado representativo para obesidade (FRIEDMAN; HALAAS,
1998).

E muito dificil estabelecer uma relacéo de causa e efeito entre o IMC e o grau
de atividade fisica, mas sabe-se que a reducdo na atividade fisica diaria afeta direta
e indiretamente o gasto energético diario do individuo (PEREIRA; FRANCISCHI;
LANCHA JR., 2003).

A etiologia da obesidade néo é de facil identificacdo, uma vez que a mesma é
caracterizada como uma doenca multifatorial, ou seja, € resultado de uma complexa
interacdo entre fatores comportamentais, culturais, genéticos, fisiolégicos e
psicolégicos. Pode, dessa forma, ser classificada em dois contextos: por
determinacdo genética ou fatores enddcrinos e metabdlicos, ou entdo, influenciada
por fatores externos, sejam eles de origem dietética, comportamental ou ambiental
(ROMERO; ZANESCO, 2006), sendo este ultimo o maior determinante da
prevaléncia da doenca (SIKARIS, 2004).

Nos dias de hoje, a disponibilidade de alimentos palataveis que sdo ricos em
acucar, gordura e calorias transformou o ambiente moderno num cenario onde ha
comida em abundancia (LERARIO et al., 2002; STICE et al., 2013). Acredita-se que
as mudancas de comportamento alimentar e os habitos de vida sedentarios atuando
sobre genes de susceptibilidade sejam o principal determinante do crescimento da
obesidade no mundo (OBICI et al., 2002; PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR.,
2003; SIKARIS, 2004; COUTINHO, 2007).

O aumento da obesidade tem se tornado um problema de saude publica, uma
vez que as consequéncias da obesidade para a saude sdo muitas, e variam do risco
aumentado de morte prematura a graves doencas nao letais, mas debilitantes e que
afetam diretamente a qualidade de vida destes individuos (PEREIRA; FRANCISCHI,
LANCHA JR., 2003). Dentre estas doencas encontram-se diabetes mellitus tipo 2,
hipercolesterolemia, hipertenséo arterial, doencas cardiovasculares, apnéia do sono,
problemas psico-sociais, doencas ortopédicas e diversos tipos de céancer
(COUTINHO, 2007).
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Nos ultimos 20 anos, aumentou muito o conhecimento sobre diversos fatores
gue contribuem para o desenvolvimento da obesidade, e as consequéncias
endocrinas e metabdlicas desta doenca. Muito deste conhecimento foi derivado de
estudos em modelos de obesidade animal. Atualmente, mais de 30 modelos
genéticos de obesidade animal estdo descritos na literatura (PEREIRA;
FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

O estudo da obesidade em humanos, provavelmente, responderia muitas
davidas correntes neste tépico. No entanto, pesquisas com humanos tém OGbvias
limitacbes éticas e financeiras, jA& os estudos em animais permitem grande
guantidade de pesquisas e resultados (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR.,
2003). Além disso, animais de laboratorio podem ser mantidos em condi¢des
rigidamente controladas, consumindo dieta controlada e mantidos livres de
patdogenos, sob controle de diversas variaveis, tais como genéticas e ambientais
(COLEMAN; EICHER, 1990).

Mesmo que estes modelos animais ndo possam ser considerados
exatamente os modelos de obesidade em humanos, eles ainda séo de grande valor
no estudo das condi¢cdes bioquimicas, fisiologicas e patolégicas necessarias para o
acumulo excessivo de gordura (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003), séo
pré requisitos fundamentais na busca por possiveis tratamentos da doenca, sendo
gue, devido a facilidade de manipulacdo genética, os camundongos sao o sistema
mais acessivel dos mamiferos, tendo sua anatomia, fisiologia e genética similares
aos humanos (MCKERLIE, 2006).

O fato de animais de laboratorio também se tornarem obesos
espontaneamente, se alimentando de racdo comercial, ou através de outras
manipulacdes, abriu novas areas para a pesquisa na area de obesidade (PEREIRA;
FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

Como a obesidade é um problema tdo importante na atualidade, se tornou
indispensavel investigacfes mais aprofundadas no assunto, e isso fez com que se
desse mais atencdo aos animais pertencentes a nossa col6nia, a fim de conhecer

melhor os parametros que demostram esta obesidade espontanea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A partir da descoberta das consequéncias da obesidade para a saude, muitos
estudos passaram a ser realizados com o objetivo de identificar os principais fatores
gue contribuem para o seu desenvolvimento (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA
JR., 2003).

Por isso, o combate contra esta enfermidade requer nao so6 a intervencéo de
politicas publicas de controle de agentes obesogénicos e uma importante atuacdo
na area de educacédo alimentar, mas ha a necessidade de se compreender o tecido
adiposo e sua relacdo com o sistema nervoso central (SNC) no controle do
comportamento alimentar (LIMA, 2008).

2.1 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo, comumente chamado de gordura, € um tipo especial de
tecido conjuntivo onde predomina o adipdcito (célula que armazena gordura), esta
célula é cercada por uma matriz de fibras colagenas, vasos sanguineos, fibroblastos
e células imune (AHIMA; FLIER, 2000). A proximidade anatbmica e a intima
interacdo entre os adipdcitos e os capilares sugerem que a microcirculacado seja
crucial para a modulacdo das funcdes dos adipocitos sob condi¢des fisioldgicas e
patolégicas (HONEK et al., 2014).

O numero de células adiposas € determinado antes do animal alcancar a
maturidade sexual (aproximadamente com 60 dias no camundongo). O adipécito do
animal adulto € marcado pelo alargamento destas células nos depdésitos subcutaneo,
gonadal e retroperitoneal (JOHNSON; HIRSCH, 1972), regibes onde o tecido
adiposo é organizado dentro de largas estruturas lobulares (AHIMA; FLIER, 2000). O
namero de células adiposas e o tamanho destas células contribuem para o tamanho
do depésito de tecido adiposo (JOHNSON; HIRSCH, 1972).

O acumulo excessivo de tecido adiposo, levando ao sobrepeso e a
obesidade, representa uma quebra do equilibrio metabdlico que mantém o peso de
um individuo normal estavel (DAMIANI; DAMIANI, 2006).
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O tecido adiposo é provavelmente o tecido mais original do corpo, sofrendo
constantemente expansao e contracdo. Esta plasticidade € inevitavel para alterar os
componentes celulares e moleculares no microambiente do tecido adiposo. Os
componentes das células endoteliais, perivasculares, inflamatérias e mesenquimais
também mudam constantemente seu nimero e fungcdo para lidar com a demanda
metabdlica dos adipdcitos (CAO, 2007; HONEK et al., 2014).

Atualmente, sabe-se que ha grande quantidade de horménios produzidos
pelo tecido adiposo, bem como a expressédo de muitos receptores hormonais, sendo
um importante 6rgdo endocrino para a manutencdo do equilibrio dindmico
(DAMIANI; DAMIANI, 2006).

2.1.1 Tecido adiposo - 6rgao endocrino

Durante muito tempo, pensou-se que 0 tecido adiposo era uma estrutura
secundaria cuja caracteristica mais marcante era possuir notavel capacidade de
armazenar grandes quantidades de gordura na forma de triacilglicerol (combinacgéo
de glicerol com acidos, especialmente acidos graxos), mas pouco se atentou para
sua participacéo no controle do peso corporal e da ingestédo alimentar (LIMA, 2008).

O tecido adiposo além de secretar hormbnios sintetiza, através dos
adipdcitos, outras substancias que fazem parte do sistema enddcrino, como
adiponectina, glicocorticoides, fator de necrose tumoral (TNFa), horménios sexuais e
interleucina-6 (IL-6), que atuam no metabolismo e controle de diversos sistemas
(AHIMA; FLIER, 2000; SIKARIS, 2004; ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004).
Neste contexto a obesidade pode ser considerada como um estado inflamatério de
baixa intensidade, ja que o tecido adiposo em excesso produz adipocinas e citocinas
gue causam esta inflamacéo (DEVITO et al., 2015).

Uma das adipocinas secretadas pelo tecido adiposo humano em resposta a
insulinemia pos-prandial é a leptina, e 0 aumento da sua producédo ocorre a medida
gue os adipécitos aumentam de tamanho (DEVITO et al., 2015). O tecido adiposo e
as concentracbes de leptina no plasma vao depender da quantidade de energia
estocada como gordura, bem como o status de balanco energético (AHIMA; FLIER,

2000) e este balanco energético positivo ocorre quando o valor calorico ingerido é



18

superior ao gasto, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade e promovendo
aumento nos estoques de energia corporal (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR.,
2003).

A funcdo enddcrina do tecido adiposo € melhor caracterizada pela leptina
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

2.1.1.1 Leptina

A leptina € um hormonio que apresenta massa relativa de 16 kDa, estrutura
helicoidal similar as citocinas e é altamente conservado entre os mamiferos (AHIMA;
FLIER, 2000). Seu nome deriva do grego leptds que quer dizer magro (HALAAS et
al., 1995).

A leptina é secretada principalmente pelo tecido adiposo, sendo melhor
sintetizada no tecido adiposo subcutaneo do que no visceral (AHIMA; FLIER, 2000),
embora baixos niveis também sejam encontrados na placenta, musculo esquelético,
epitélios gastrico e mamario e no cérebro (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). A secrecao
€ realizada pelos adipdcitos dentro da circulacdo atravessando a barreira hemato-
encefalica (SIKARIS, 2004).

Num primeiro plano, a leptina € um componente integral do complexo sistema
fisiolégico que regula o armazenamento, o equilibrio e o uso de energia pelo
organismo (NEGRAO; LICINIO, 2000). Sinaliza e modula o estado nutricional do
organismo para outros sistemas fisiologicos (FRIEDMAN; HALAAS, 1998; NEGRAO;
LICINIO, 2000), regula a funcdo neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e de
gorduras, atuando a partir da ativacdo de receptores especificos presentes nos
orgaos alvos (ROMERO; ZANESCO, 2006).

A leptina é responséavel pelo controle da ingestdo alimentar, atuando em
células neuronais no centro hipotalamico da saciedade no SNC (NEGRAO; LICINIO,
2000; ROMERO; ZANESCO, 2006), além disso atua de forma ativa na elevacao da
termogénese, agindo como controladora do peso dos animais (DEVITO et al., 2015).

Portanto, uma das fun¢des mais claras da leptina € ser uma aferéncia para o

SNC dentro de uma alca de retroalimentagc&o negativa que regula a massa de tecido
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adiposo, ou seja, a leptina informa o cérebro que os estoques de energia em forma
de gordura estio adequados (NEGRAOQ; LICINIO, 2000).

Durante a fome, os niveis de leptina caem ativando as respostas
comportamentais, hormonais e metabdlicas, que sdo adaptativas quando a comida
ndo esta disponivel (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

Em individuos obesos, os niveis de leptina sdo maiores e aumentam com
superalimentacdo, nos individuos magros ha baixos niveis de leptina e quando o
individuo estd em jejum ocorre reducédo da leptina circulante (AHIMA; FLIER, 2000).

Ainda ndo se sabe se o mesmo ou diferentes neurdnios respondem pelo
aumento e diminuigcdo dos niveis de leptina (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

Nos humanos, o pico de leptina € maior a noite e atinge o ponto mais baixo
pela manha (AHIMA; FLIER, 2000).

Esta hiperleptinemia, encontrada em pessoas obesas, € atribuida a
alteragdes no receptor de leptina ou a uma deficiéncia em seu sistema de transporte
na barreira hemato-encefélica, fenbmeno denominado resisténcia a leptina
(ROMERO; ZANESCO, 2006).

A leptina apresenta acdo multisistémica, por isso sua acao ou até mesmo sua
resisténcia podem mediar complicacfes metabdlicas, enddcrinas e cardiovasculares
associadas com a obesidade (AHIMA; FLIER, 2000). Ela pode ser também a chave
entre o estado nutricional e o sistema imune (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

Sua funcdo na patogénese da obesidade pode ser inferida pela mensuracéo
da leptina plasmatica, ou seja, o aumento da leptina plasmatica sugere que a
obesidade seja resultado da resisténcia a leptina e a baixa ou a normal
concentracdo plasmatica de leptina, sugerem diminuicAo na sua producao
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998), visto que oscilacdes do peso corporal acarretam em
mudancas nas concentracbes plasmaticas de leptina (NEGRAO; LICINIO, 2000:;
ROMERO; ZANESCO, 2006).

Fatores que modulam diretamente o0 gasto energético ou ativam a
adipogénese e a lipogénese podem também resultar na aparente resisténcia a
leptina (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

As consequéncias da deficiéncia de leptina ou sua insensibilidade, causam
hiperfagia, obesidade modrbida, diabetes, variacdio nas anormalidades

neuroendocrinas e autondmicas e disfuncdo imune, conforme visto em estudos com
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camundongos mutantes que apresentaram esta deficiéncia (COLEMAN; EICHER,
1990; FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

O tratamento de animais deficientes em leptina com aplicagdo de leptina
exdgena, restabelece a homeostase da glicose independente da perda de peso,
sugerindo que a leptina atua diretamente nas células B pancreaticas afetando sua
funcdo (NISWENDER; MAGNUSON, 2007), além disso, injecbes periféricas ou
intracerebroventricular (mais potentes) de leptina, reduzem o peso corporal e a
massa gorda, através da inibicdo da ingestao alimentar e da diminuicdo do gasto
energético em roedores (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

2.2 SINDROME METABOLICA

A Sindrome Metabdlica (SM) é um transtorno complexo representado por um
conjunto de fatores de risco cardiovasculares usualmente relacionados a deposicao
central de gordura e a resisténcia a insulina (BRANDAO et al., 2005), € um conjunto
de alteracbes que comprometem a qualidade de vida e a longevidade de um
individuo (DAMIANI; DAMIANI, 2006).

A demonstracdo de resisténcia insulinica ndo € um requisito necessario para
o diagnostico da SM, mas esta presente na maioria dos individuos, principalmente
quando ha predominancia de gordura abdominal (BRANDAO et al., 2005).

N&o existe um unico critério aceito universalmente para definir a SM, por isso,
o Brasil dispde do seu Consenso Brasileiro sobre Sindrome Metabdlica, documento
referendado por diversas entidades médicas. O diagndstico da Sindrome Metabdlica
€ dado quando trés ou mais fatores de risco estiverem presentes numa mesma
pessoa: grande quantidade de gordura abdominal, baixo colesterol HDL, triglicérides
elevado (nivel de gordura no sangue), pressdo sanguinea alta e glicose elevada
(SBEM 2, 2015).

Existe uma associa¢ao entre a obesidade e os fatores de risco para sindrome
metabdlica, esta associacdo depende de produtos liberados pelo tecido adiposo,
dentre eles estéo, acidos graxos livres, citocinas inflamatorias, adiponectina, leptina,
glicocorticoides, horménios sexuais, TNF-a (DAMIANI; DAMIANI, 2006).

A SM deve ser diagnosticada precocemente e vigorosamente tratada através
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de medidas ndo-medicamentosas e medicamentosas (BRANDAO et al., 2005).

2.2.1 Insulina

A insulina é um horménio polipeptidico anabdlico com efeitos metabdlicos
potentes (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004). E produzida pelas células B do
pancreas, cuja sintese € ativada pelo aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos ap0s as refei¢cdes (AHIMA; FLIER, 2000).

A insulina € o hormdnio responsavel por retirar a glicose do sangue e leva-la
as ceélulas do organismo. A acédo da insulina € fundamental para a vida (SBEM 2,
2015).

Embora a glicose seja o principal motivo da secre¢do de insulina, outras
substancias como 0s aminoacidos, &cidos graxos, o hormonio leptina e
neurotransmissores também interferem na quantidade de insulina que é secretada
(NISWENDER; MAGNUSON, 2007).

Os receptores de insulina sdo expressos em muitos tecidos do corpo,
incluindo os tecidos classicos sensiveis a insulina (figado, masculo e gordura) e os
tecidos ndo sensiveis a ela, tais como os glébulos vermelhos do sangue e o tecido
neuronal no SNC (BRUNING et al., 2000).

Seus efeitos metabdlicos imediatos incluem: aumento da captacéo de glicose,
principalmente nos tecidos muscular e adiposo; aumento da sintese de proteinas,
acidos graxos e glicogénio; bloqueio da producéo hepatica de glicose (via diminui¢ao
da neoglicogénese e glicogendlise), da lipdlise e da protedlise. Outras funcdes da
insulina incluem a prevencdo da apoptose ou morte celular e a promocao da
sobrevida celular (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD, 2004).

Na década de 80, um pesquisador chamado Reaven, observou que
doencas frequentes como hipertensdo, alteragcdes na glicose e no colesterol
estavam, muitas vezes, associadas a obesidade. E mais que isso, essas condicdes
estavam unidas por um elo de ligacdo comum, chamado resisténcia insulinica
(SBEM 2, 2015).

Esta resisténcia significa que mais insulina do que a quantidade normal esta

sendo necesséaria para manter o organismo funcionando e a glicose em niveis
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normais (SBEM, 2015). Resisténcia insulinica corresponde entdo a uma dificuldade
desse hormonio em exercer suas ac¢des (SBEM 2, 2015).

Uma das explicacdes para o desenvolvimento da resisténcia periférica a acao
da insulina, nos individuos obesos, estaria relacionada a maior ingestdo de lipidios,
comum na dieta de pessoas obesas, que ndo seria acompanhada por um aumento
imediato de sua oxidacdo, com isso, 0 excesso de &cidos graxos livres seria
estocado em diferentes tecidos, além das células adiposas (PEREIRA;
FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003). Outros fatores também contribuem para o
aparecimento desta resisténcia, fatores genéticos, excesso de peso (principalmente
na regido abdominal) e a auséncia de atividade fisica (SBEM, 2015).

A resisténcia insulinica € amplamente reconhecida como a falha fundamental
nos casos de obesidade e diabetes tipo 2 (SIKARIS, 2004).

Ha um estudo que comprovou que a insulina é produzida de maneira
proporcional a leptina, portanto o individuo obeso produz mais insulina e a insulina
regula a ingestao alimentar (WOODS et al., 1979). A regulacéo nutricional da leptina
€ mediada pelo menos em parte pela insulina, a leptina diminui em resposta aos
baixos niveis de insulina e aumenta com a alimentacdo ou em resposta a insulina
(AHIMA; FLIER, 2000).

Tem ficado claro que a homeostase energética considera simultaneamente 0s
efeitos da glicose, insulina e leptina nos multiplos tecidos (NISWENDER;
MAGNUSON, 2007).

A compreensdo das etapas moleculares da sinalizacdo da insulina pode
proporcionar novas abordagens terapéuticas para estados de resisténcia a insulina,
incluindo obesidade, diabetes mellitus do tipo 2, hipertenséo arterial e intolerancia a
glicose associada a diversas endocrinopatias (ZECCHIN; CARVALHEIRA; SAAD,
2004).

2.3 OBESIDADE INDUZIDA PELA DIETA

A etiologia multifatorial da obesidade fornece varias opgBes para o
desenvolvimento de modelos experimentais induzidos a obesidade. Isto é

necessario para escolher o modelo melhor adaptado as caracteristicas a serem
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pesquisadas, se sofreram alteracbes ambientais ou genéticas (VON DIEMEN;
TRINDADE; TRINDADE, 2006).

A dieta é a forma mais simples de se induzir um modelo animal a obesidade e
possivelmente uma das formas que mais se assemelham com a realidade da
obesidade em humanos. Existem varios tipos de dieta que induzem a obesidade que
j& provaram efetividade. Algumas dietas alcancam valores hipercaléricos com a
adicdo de carboidratos e outras pela adicdo de gorduras, muitas variam entre 3,7
Kcal/g e 5,4 Kcal/g (VON DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006). A gordura é o
nutriente da dieta com a maior densidade energética visto que proporciona 9 kcal/g
enquanto o carboidrato e a proteina proporcionam apenas 4 kcal/g (PICCHI et al.,
2011).

Estudos em animais tem indicado que as dietas hiperlipidicas sdao um
importante componente para a etiologia da obesidade (PICCHI et al., 2011). Todas
elas tem alta palatabilidade e induzem a obesidade (VON DIEMEN; TRINDADE;
TRINDADE, 2006).

A investigacdo das causas e efeitos da obesidade induzida em modelos
experimentais pode fornecer um melhor entendimento da fisiopatogenia da
obesidade, o qual pode mostrar novas opcbes de prevencao e tratamento (VON
DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

2.4 DEPRESSAO

Uma das consequéncias da obesidade é a desaprovacdo publica desta
patologia podendo afetar na educacdo, no emprego, na renda, no estado civil e no
cuidado com a saude dos individuos obesos. Estes séo efeitos prejudiciais na
gualidade de vida e estdo associados com o aumento da incidéncia de depressao
(SIKARIS, 2004).

Ocorre também que os sintomas de depressdo podem predispor alguns
individuos a se engajarem na alimentacdo como um método de aliviarem o estresse,
e isto confere um alto risco de obesidade. A alimentacdo compulsiva em resposta a
sentimentos negativos juntamente com o ganho de peso, podem piorar a existéncia
dos sintomas de depressao (GOLDSCHMIDT et al., 2014).
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Hoje tem-se estudado o “transtorno de compulsdo alimentar’, que esta
associado com o aumento fisiopatolégico da depressdo e dos transtornos de
personalidade. O transtorno de compulsdo alimentar ndo é so restrito a individuos
obesos, porém é mais comum neste grupo e estes individuos sdo os que mais
buscam por tratamento, onde os antidepressivos sdo muito efetivos na reducdo do

transtorno (DE ZWAAN, 2001).

2.4.1 Teste de suspenséao pela cauda

Ao ser criado o teste de suspenséo pela cauda (TSC) pensou-se na seguinte
hipétese: um animal normal submetido a uma situagdo sem solugéo (sem saida), ira
apresentar uma reacao aversiva a esta situacéo, fazendo com que alterne entre dois
tipos de comportamento, agitacdo e imobilidade. Assim, caracterizou-se por
‘comportamento de procura” a intensa atividade motora e o gasto de energia e o
“‘comportamento de espera” a imobilidade e a polpagao de energia. Entdo observou-
se gue o uso de antidepressivos modificava o balanco entre as diferentes formas de
comportamento, favorecendo a procura por uma saida e reduzindo o tempo de
imobilidade (STERU et al., 1985).

Em outro estudo, camundongos obesos mutantes gastaram mais tempo
imoveis no TSC do que o grupo controle, mostrando comportamento semelhante a
depressao, sendo esta resposta normalizada com o uso de antidepressivos, onde 0s

animais ficaram menos tempo iméveis (RODRIGUIZ et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo avaliar o crescimento de camundongos
fémeas da linhagem Swiss que se tornam espontaneamente obesas em idade
avancada, oriundas do biotério do Departamento de Patologia da Faculadade de
Medicina Veterinaria da Universidade de S&o Paulo; tendo em vista identificar em
gue periodo se iniciam estas caracteristicas de obesidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

Para melhor avaliagdo deste fendmeno natural (obesidade espontanea), este

estudo foi dividido em dois experimentos.

4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Animais

Foram utilizados 20 camundongos fémeas da linhagem Swiss,
acompanhados desde os 10 meses de idade (dias pos-natal 303 [DPN 303]) até os
16 meses de idade (DPN 491), oriundas do biotério do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno medindo
30x20x13cm, armazenadas no interior de estantes ventiladas, com controle de
temperatura (26+2 °C) e ciclo de luz de 12h claro - 12h escuro. Agua e comida foram
fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Este estudo esteve de acordo com
0s padrdes internacionais de experimentacdo animal (Committe on Care and Use of
Laboratory Animal Resources - Nacional Research Council/lUSA) e da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo.

Estas fémeas foram agrupadas conforme pesos semelhantes, e mantidas
assim até o término do experimento.

Estes animais foram divididos em dois grupos, um grupo de animais
considerados obesos (OB, n=10) e o outro grupo de animais considerados nao
obesos (NOB, n=10). Esta divisdo de grupos foi realizada ao término dos
experimentos baseando-se nos parametros peso corporal (onde foi realizada uma
média dos ultimos trés pesos de cada animal) e peso da gordura gonadal. Os

animais que se encontraram dentro do erro padrao da média foram eliminados.
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4.1.1.1 Composicao da ragéo

Durante todo o experimento estes animais receberam a dieta padrdo do
Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (Nuvilab CR1).

Esta racdo padrdo utilizada possui 2980 kcal/Kg de energia metabolizavel
sendo constituida por 22 a 22,5% de proteina bruta, 4 a 5% de extrato etéreo
(gordura) e 53 a 55% de carboidratos em quantidade. Sua composicdo basica
contém milho integral moido, farelo e soja, farelo de trigo, carbonato de célcio,
fosfato bicélcico, cloreto de sddio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina, pantotenato de calcio,
acido folico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, monoxido de manganés, 6xido
de zinco, sulfato de cobre, iodato de célcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto,

lisina, metionina e BHT como aditivo, de acordo com informagdes do fabricante.

4.1.2 Acompanhamento fisico

Para o acompanhamento do desenvolvimento fisico destes animais com
maior faixa etaria foram realizados acompanhamento do ganho de peso,
acompanhamento da ingestdo alimentar, medicdo da circunferéncia abdominal e

medicdo do comprimento corporal.

4.1.2.1 Acompanhamento do ganho de peso

Estes animais foram colocados um a um em um recipiente de plastico para
contencdo e o mesmo foi posto em uma balanca digital (o peso do recipiente foi
descontado na balanca antes da colocacdo do animal em seu interior), obtendo-se

assim o peso do animal (Figura 2).
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As pesagens foram realizadas semanalmente, do DPN 303 até o DPN 429,

totalizando 19 semanas de acompanhamento do ganho de peso.

Figura 2 - mpanhamento do g

anho de peso individual

e

Fonte: (TOBARUELA, C.N., 2015)

4.1.2.2 Acompanhamento da ingestédo alimentar

Para o acompanhamento da ingestdo alimentar foi realizada pesagem da
racdo semanalmente, a racao foi colocada em um recipiente de plastico e 0 mesmo
foi posto em uma balanca digital (0o peso do recipiente foi descontado na balanca
antes da colocacdo da racdo, conforme pesagem dos animais) (Figura 3). O
resultado final da ingestdo de cada animal diariamente foi obtido a partir da
subtracdo do peso da ragdo colocada em uma semana menos 0 peso da racao
encontrada na semana seguinte, este valor foi dividido pelo nimero de animais
presente naquela gaiola e este agora dividido por 7 (numero de dias em uma
semana). O acompanhamento da ingestdo alimentar foi realizado durante 17

semanas que compreenderam do DPN 317 ao DPN 429.
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Figura 3 - Acompanhamento da ingestédo alimentar
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Fonte: (TOBARUELA, C.N., 2015)

4.1.2.3 Medicao da circunferéncia abdominal

Foi realizada a medicao da circunferéncia abdominal, com fita métrica, onde o
animal foi contido pela pele do dorso e posicionado verticalmente, sem o apoio dos
membros posteriores, logo depois foi passada a fita métrica ao redor da regido
abdominal, obtendo-se a circunferéncia abdominal em centimetros (Figura 4). Foram

realizadas medi¢des quinzenalmente do DPN 373 ao DPN 418.
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Figura 4 - Medicdo da circunferéncia abdominal

Fonte: (TOBARUELA, C.N., 2015)

4.1.2.4 Medicdo do comprimento corporal

Nos mesmos dias em que foram feitas as medi¢cbes da circunferéncia
abdominal (DPN 373 - DPN 418) foram realizadas as medi¢cdes do comprimento
corporal destes animais, através de um instrumento chamado paquimetro. Foi
mensurada a distancia naso - anal de cada animal, sendo este contido através de

leve pressao sobre seu corpo contra a mesa de apoio (Figura 5).
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Figura 5 - Medic&o do comprimento corporal

Fonte: (TOBARUELA, C.N., 2015)

4.1.3 Acompanhamento metabdlico

Para a pesquisa de alteragcdes metabdlicas, os animais passaram por testes
de tolerancia a insulina e de tolerancia oral a glicose. No DPN 491 foi realizada a
eutanasia destes animais, neste procedimento eles foram submetidos a anestesia
inalatoria com Isofluorano e posterior puncao cardiaca (coleta de sangue que cessa
0s parametros vitais do animal) seguida de deslocamento cervical. Este material
coletado na puncédo cardiaca foi processado para obtencdo do soro o qual foi
posteriormente utilizado para analises laboratoriais onde realizou-se testes

bioquimicos e testes hormonais.

4.1.3.1 Teste de Tolerancia a insulina (TTI)

Este teste foi realizado no DPN 470 para a obtencédo da curva glicémica de
cada animal.

Os animais foram submetidos a jejum de 6 horas, apos este periodo foram
pesados e receberam uma injecao intraperitoneal de solucdo de insulina (100U/ml)
na dose de 1,5 U/kg (DE SOUZA et al., 2010).

Amostras de sangue foram obtidas dos vasos da cauda, através de um

pequeno corte na extremidade da mesma (aproximadamente um milimetro), para a
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determinacdo da glicemia (Glucometro One Touch Ultra, Johnson & Johnson®) nos
tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos.

4.1.3.2 Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG)

Este teste foi realizado no DPN 472 para a obtencédo da curva glicémica de
cada animal.

Os animais foram submetidos a jejum de 6 horas, apos este periodo foram
pesados e receberam uma solucdo de glicose (200 g/l) por via intragastrica
(gavagem) na dose de 2 mg/g (BEZERRA et al., 2012).

Amostras de sangue foram obtidas dos vasos da cauda, através de um
pequeno corte na extremidade da mesma (aproximadamente um milimetro), para a
determinacao da glicemia (Glucometro One Touch Ultra, Johnson & Johnson®) nos
tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos.

4.1.3.3 Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos escolhidos para avaliacdo de possiveis alteracbes
metabolicas foram Colesterol total, Triglicérides e Aspartato Amino Transferase
(AST).

Para determinacdo de AST nas amostras foram realizadas analises através
da metodologia cinética, seguindo-se todas as orientagcdes do fabricante na
elaboracao (Labtest®).

Para mensuracdo do colesterol total e do triglicérides nas amostras foram
realizadas analises através do sistema enzimatico colorimétrico, seguindo-se todas

as orientacfes do fabricante na elaboracao (Labtest®).
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4.1.3.4 Testes hormonais

Foram feitos testes hormonais para dosagens de leptina e insulina através de
teste Elisa. A leitura das amostras foi realizada por um equipamento (BioTek®) leitor
de Elisa que envia imediatamente os resultados da leitura para um software
chamado Genb, os dados obtidos depois foram transmitidos para um outro software
(SoftMax® Pro) que realiza calculos para se obter o valor final em ng/mL. As
dosagens de leptina foram feitas com o teste Mouse Leptin ELISA Kit - Crystal Chem
Inc.® e as dosagens de insulina foram feitas com o teste Ultra Sensitive Mouse
Insulin Elisa Kit - Crystal Chem Inc.®, respeitando-se as orienta¢gdes do fabricante na
elaboracéo dos testes.

4.1.4 Pesagem de 6rgéaos

No DPN 491, data em que foi realizada a eutanasia dos animais, foi feita a
remocdo de alguns 6rgdos para verificacdo do peso dos mesmos. Os 6rgaos
selecionados foram figado, gordura retroperitoneal, gordura gonadal, rim direito e

atero juntamente com oS ovarios.

4.2 EXPERIMENTO 2

421 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, acompanhados
desde dia pos-natal 01 (DPN 01) até o DPN 240 (8 meses de idade), oriundas do
biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo.
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Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno medindo
30x20x13cm, armazenadas no interior de estantes ventiladas, com controle de
temperatura (26+2 °C) e ciclo de luz de 12h claro - 12h escuro. Agua e comida foram
fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Este estudo esteve de acordo com
0s padrdes internacionais de experimentacao animal (Committe on Care and Use of
Laboratory Animal Resources - Nacional Research Council/lUSA) e da Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo.

Primeiramente os animais foram acasalados na propor¢do de um macho para
duas fémeas para a obtencdo de 10 ninhadas, estas ninhadas foram padronizadas,
guando possivel, em 4 machos e 4 fémeas. Ao completarem 21 dias de vida foi
realizado o desmame dos animais, e a partir de entdo as fémeas foram divididas em
dois grupos, um grupo de fémeas que receberiam a dieta padrdo do Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (Nuvilab CR1) e o outro grupo de fémeas que receberiam uma dieta
hiperlipidica apenas no periodo de peri-puberdade, que compreendeu do DPN 21 ao
DPN 60, apos este periodo estas fémeas passaram a receber a dieta padrao.

Estas fémeas foram agrupadas conforme pesos semelhantes, e mantidas
assim até as ultimas analises.

Ao término dos experimentos, baseando-se nos parametros peso corporal
(onde foi realizada uma média dos ultimos trés pesos de cada animal) e peso da
gordura gonadal, foi realizada a divisdo destas fémeas em 4 grupos, um grupo de
fémeas consideradas obesas e que comeram a dieta padrdo (DP) ao longo de toda
a vida (DP-OB, n=9); outro grupo de fémeas consideradas ndo obesas e que
comeram a dieta padrdo ao longo de toda a vida (DP-NOB, n=7); outro grupo de
fémeas consideradas obesas e que comeram dieta hiperlipidica (DHF) apenas na
peri-puberdade (DHF-OB, n=7); e um ultimo grupo de fémeas consideradas nao
obesas e que comeram racao hiperlipidica apenas na peri-puberdade (DHF-NOB,
n=7). Os animais que se encontraram dentro do erro padrdo da média foram

eliminados.
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4.2.1.1 Composicao da ragéo

Esta racdo padrdo utilizada possui 2980 kcal/Kg de energia metabolizavel
sendo constituida por 22 a 22,5% de proteina bruta, 4 a 5% de extrato etéreo
(gordura) e 53 a 55% de carboidratos em quantidade. Sua composicdo basica
contém milho integral moido, farelo e soja, farelo de trigo, carbonato de calcio,
fosfato bicélcico, cloreto de sddio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3,
vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina, pantotenato de calcio,
acido félico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, monéxido de manganés, 6xido
de zinco, sulfato de cobre, iodato de calcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto,
lisina, metionina e BHT como aditivo, de acordo com informagdes do fabricante.

A racao hiperlipidica 45% utilizada neste estudo possui composi¢cado basica
semelhante a racdo padrdo, sendo 4590 kcal/Kg de energia metabolizavel. Em
guantidade, possui 8% de matéria mineral, 22% de proteina bruta, 23% de extrato
etéreo (gordura — o que equivale a 45,1% em quilocalorias), 6% de fibra bruta e 41%
de carboidratos. As fontes de gordura sao 16,8% de banha (gordura saturada) e o
restante em sua maioria 6leo de soja e uma fracdo minima de 6leo de milho (gorda

insaturada).

4.2.2 Acompanhamento fisico

Para o acompanhamento do desenvolvimento fisico destes animais com
menor faixa etaria foram realizados acompanhamento do ganho de peso,
acompanhamento da ingestdo alimentar, medicdo da circunferéncia abdominal e

medicdo do comprimento corporal.



36

4.2.2.1 Acompanhamento do ganho de peso

Estes animais foram colocados um a um em um recipiente de plastico para
contencédo e o mesmo foi posto em uma balanca digital (0 peso do recipiente foi
descontado na balanca antes da colocagédo do animal em seu interior), obtendo-se
assim o peso do animal (Figura 2).

As pesagens compreenderam do DPN 01 até o DPN 240, totalizando 34
pesagens para o0 acompanhamento do ganho de peso. Estas pesagens foram
realizadas a cada 3 dias do DPN 01 até o DPN 60, semanalmente do DPN 67 ao
DPN 88, quinzenalmente do DPN 103 ao DPN 200 e novamente semanalmente do
DPN 207 ao DPN 240.

4.2.2.2 Acompanhamento da ingestédo alimentar

Para o acompanhamento da ingestdo alimentar foi realizada pesagem da
racdo em um recipiente de plastico e o mesmo foi posto em uma balanca digital (o
peso do recipiente foi descontado na balanca antes da colocacdo da racéo,
conforme pesagem dos animais) (Figura 3). O resultado final da ingestdo de cada
animal foi obtido a partir da subtracdo do peso da ragcédo colocada em uma semana
menos 0 peso da racdo encontrada na semana seguinte, este valor foi dividido pelo
namero de animais presente naquela gaiola e este agora dividido por 7 (nUmero de
dias em uma semana).

As pesagens foram realizadas do DPN 24 até o DPN 240, totalizando 31
pesagens para 0 acompanhamento da ingestdo alimentar. Estas pesagens foram
realizadas a cada 3 dias do DPN 24 até o DPN 60, semanalmente do DPN 67 ao
DPN 88, quinzenalmente do DPN 103 ao DPN 200 e novamente semanalmente do

DPN 207 ao DPN 240, acompanhando sempre a pesagem dos animais.
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4.2.2.3 Medigéo da circunferéncia abdominal

Foi realizada a medicao da circunferéncia abdominal, com fita métrica, onde o
animal foi contido pela pele do dorso e posicionado verticalmente, sem o apoio dos
membros posteriores, logo depois foi passada a fita métrica ao redor da regido
abdominal, obtendo-se a circunferéncia abdominal em centimetros (Figura 4). Este
acompanhamento foi feito nos DPN 21, 40, 60, 180 e 240, para verificar 0

desenvolvimento dos animais.

4.2.2.4 Medicado do comprimento corporal

Foi realizada a medicdo do comprimento corporal destes animais, através de
um instrumento chamado paquimetro, mensurando a distancia naso - anal de cada
animal, sendo este contido através de leve pressdo sobre seu corpo contra a mesa
de apoio (Figura 5). As medicdes foram realizadas nos DPN 01, 10, 21, 40, 60, 180
e 240.

4.2.3 Acompanhamento metabdlico

Para a pesquisa de alteracdes metabdlicas, os animais passaram por testes
de tolerancia a insulina e de tolerancia oral a glicose. Foram realizadas coletas de
sangue nos DPN 90 e 180. Utilizou-se para coleta os vasos da regido da face, no
ponto onde ocorre a jungcdo dos vasos oriundos da regido retro orbital. No DPN 240
foi realizada a eutanasia destes animais, neste procedimento eles foram submetidos
a anestesia inalatoria com Isofluorano e posterior puncéo cardiaca (coleta de sangue
gue cessa 0s parametros vitais do animal) seguida de deslocamento cervical. Este
material coletado na puncao cardiaca foi processado para obtencdo do soro o qual
foi posteriormente utilizado para analises laboratoriais onde realizou-se testes

bioquimicos e testes hormonais.
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4.2.3.1 Teste de Tolerancia a insulina (TTI)

Este teste foi realizado no DPN 230 para a obtengédo da curva glicémica de
cada animal.

Os animais foram submetidos a jejum de 6 horas, apos este periodo foram
pesados e receberam uma injecao intraperitoneal de solucao de insulina (100U/ml)
na dose de 1,5 U/kg (citagéo dose TTI).

Amostras de sangue foram obtidas dos vasos da cauda, através de um
pequeno corte na extremidade da mesma (aproximadamente um milimetro), para a
determinacao da glicemia (Glucometro One Touch Ultra, Johnson & Johnson®) nos
tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos.

4.2.3.2 Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG)

Este teste foi realizado no DPN 232 para a obtenc&o da curva glicémica de
cada animal.

Os animais foram submetidos a jejum de 6 horas, apos este periodo foram
pesados e receberam uma solucdo de glicose (200 g/l) por via intragastrica
(gavagem) na dose de 2 mg/g (citacdo dose TTOG).

Amostras de sangue foram obtidas dos vasos da cauda, através de um
pequeno corte na extremidade da mesma (aproximadamente um milimetro), para a
determinacado da glicemia (Glucometro One Touch Ultra, Johnson & Johnson®) nos
tempos 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos.

4.2.3.3 Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos escolhidos para avaliacdo de possiveis alteracdes
metabdlicas foram Colesterol total, Triglicérides e Aspartato Amino Transferase
(AST).
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Para determinacdo de AST nas amostras foram realizadas andlises através
da metodologia cinética, seguindo-se todas as orientacbes do fabricante na
elaboracéo (Labtest®).

Para mensuracdo do colesterol total e do triglicérides nas amostras foram
realizadas andlises através do sistema enzimatico colorimétrico, seguindo-se todas

as orienta¢cOes do fabricante na elaboracéo (Labtest®).

4.2.3.4 Testes hormonais

Foram feitos testes hormonais para dosagens de leptina e insulina através de
teste Elisa. A leitura das amostras foi realizada por um equipamento (BioTek®) leitor
de Elisa que envia imediatamente os resultados da leitura para um software
chamado Genb, os dados obtidos depois foram transmitidos para um outro software
(SoftMax® Pro) que realiza calculos para se obter o valor final em ng/mL. As
dosagens de leptina foram feitas com o teste Mouse Leptin ELISA Kit - Crystal Chem
Inc.® e as dosagens de insulina foram feitas com o teste Ultra Sensitive Mouse
Insulin Elisa Kit - Crystal Chem Inc.®, respeitando-se as orientacdes do fabricante na

elaboracéo dos testes.

4.2.4 Pesagem de 6rgéaos

No DPN 240, data em que foi realizada a eutanasia dos animais, foi feita a
remocdo de alguns oOrgaos para a verificacdo do peso dos mesmos. Os o6rgaos
selecionados foram figado, gordura retroperitoneal, gordura gonadal, rim direito e

atero juntamente com oS ovarios.
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4.2.5 Teste de suspenséao pela cauda

No DPN 200 foi realizado teste de suspenséo pela cauda nos animais. Cada
um deles foi posicionado pela cauda em uma estrutura semiaberta com um gancho
na superficie superior. Os animais permaneceram nesta posi¢cdo por 6 minutos e
foram filmados durante este periodo para posterior avaliacdo. O parametro
observado durante este periodo foi o tempo total de imobilidade dos animais. Este
teste seguiu os métodos descritos (CASTAGNE et al., 2011).

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

Para todos os dados foi estabelecido limite minimo de significancia de 95%
(p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPrism.
ANOVA de uma via foi utilizada para avaliar o efeito das alteracdes espontaneas e
do tratamento (dieta hiperlipidica) sobre a area sob a curva do TTOG e dos niveis
plasmaticos de insulina. ANOVA de duas vias foi utilizada para avaliar o efeito do
tempo e do tratamento no acompanhamento do ganho de peso, delta do ganho de
peso, acompanhamento da ingestdo alimentar, medicdo da circunferéncia
abdominal, medicdo do comprimento corporal e curvas glicémicas do TTl e TTOG.
Para as outras analises como o0 peso dos Orgdos (absoluto e relativo), teste de
suspensao pela cauda, medicdo do comprimento corporal nos animais com maior

faixa etaria e dosagens bioquimicas e hormonais, foi utilizado teste t.
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5 RESULTADOS

Experimento 1

Os animais do grupo OB tiveram aumento significante do ganho de peso
corporal (Gréfico 1) ao longo do tempo em relacdo ao grupo NOB, atingindo cerca
de 70g.

Gréfico 1 — Acompanhamento do ganho de peso corporal semanal
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Dia p6s-natal (DPN)

Legenda: Valores expressos em média * erro paddo da média.
ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,0001.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001, Bonferroni.

OB: grupo obesas, NOB: grupo nao obesas.

Os mesmos resultados foram encontrados no acompanhamento do ganho de
peso corporal diario (Gréfico 2), realizado para um acompanhamento mais proximo,

verificando os demais resultados.



Gréfico 2 — Acompanhamento do ganho de peso corporal diério
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Legenda: Valores expressos em média + erro padao da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,0001.
* p<0,05, Bonferroni.

OB: grupo obesas, NOB: grupo nédo obesas.
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Foi observada uma maior ingesta no grupo OB em relac&o ao outro grupo, ao

longo do tempo (Gréfico 3).

Grafico 3 — Controle de ingesta semanal
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Legenda: Valores expressos em média + erro paddo da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,0001.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001, Bonferroni.
OB: grupo obesas, NOB: grupo nédo obesas.
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As fémeas do grupo OB apresentaram circunferéncia abdominal (Gréfico 4) e
comprimento corporal (Grafico 5) maiores comparadas ao grupo NOB.

Gréfico 4 — Circunferéncia abdominal Gréfico 5 — Comprimento corporal
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Legenda: Valores expressos em média + erro padédo da Legenda: Valores expressos em média +

média. erro padéao da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo ANOVA de duas vias. Efeito de grupo

significante, p<0,0001. significante, p<0,05.

** n<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, Bonferroni. ** p<0,01, Bonferroni.

OB: grupo obesas OB: grupo obesas

NOB: grupo ndo obesas. NOB: grupo néo obesas.

No TTI (Grafico 6) houve diferenca significante na resposta a insulina entre os
grupos OB e NOB; e no TTOG (Grafico 7) as fémeas OB tiveram maior pico de
glicemia aos 20 minutos de teste e permaneceram por mais tempo com 0s niveis
glicémicos elevados.

Gréfico 6— Teste de tolerancia a insulina Gréfico 7 — Teste de tolerancia oral & glicose
200~
- OB 225+ *

~ -= NOB —~ OB

T 1509 % ~ -+ NOB

<) 5 * *x o

£ S 1501

© 100 %

& . = £

= S 759

© o)

C T T T T T T C T T T T T T
0 20 40 60 90 120 0 20 40 60 90 120
Tempo (min) Tempo (min)

Legenda: Valores expressos em média + erro padéao Legenda: Valores expressos em média + erro padéo da
da média. média.
ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo
significante, p<0,05. significante, p<0,05.
* p<0,05, Bonferroni. m 0,05>p<0,06, t Student * p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,001, Bonferroni.
OB: grupo obesas OB: grupo obesas

NOB: grupo néo obesas. NOB: grupo ndo obesas.
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Nos testes bioquimicos foram encontrados resultados significantes no grupo
OB nas dosagens de AST (Grafico 8) e triglicérides (Gréfico 9). Para as dosagens de
colesterol total (Gréafico 10) ndo houve resultados estatisticamente significante.

Gréfico 8 — Dosagens de Aspartato

Amino Transferase Gréfico 9 — Dosagens de Triglicérides
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Legenda: Valores expressos em média + erro Legenda: Valores expressos em média + erro
padao da média. paddo da média.
* p<0,05, t Student. ** n<0,01, t Student.
OB: grupo obesas OB: grupo obesas
NOB: grupo néo obesas. NOB: grupo néo obesas.

Grafico 10 — Dosagens de Colesterol total
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Nos testes hormonais foram encontrados resultados significantes nas
dosagens de leptina (Grafico 11), porém o mesmo nao ocorreu nas dosagens de
insulina (Gréfico 12).
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Gréfico 11 — Dosagens de Leptina Gréfico 12 — Dosagens de Insulina
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** n<0,01, t Student.
OB: grupo obesas

NOB: grupo néo obesas.

paddo da média.
OB: grupo obesas
NOB: grupo néo obesas.

Nas pesagens dos 6rgaos coletados, os resultados foram significantes para o
grupos das fémeas obesas em quase todos os 6rgéaos, figado (Gréafico 13), gordura
retroperitoneal (Grafico 14), gordura gonadal (Grafico 15) e rim direito com adrenal

(Gréfico 16), ndo mostrando diferenca significante apenas no peso do Utero com
ovarios (Grafico 17).

Grafico 13 — Peso do figado Gréfico 14 — Peso da gordura retroperitoneal
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Legenda: Valores expressos em média + erro Legenda: Valores expressos em média  erro
padéo da média. padéo da média.
** p<0,01, t Student. ** p<0,001, t Student.
OB: grupo obesas OB: grupo obesas

NOB: grupo ndo obesas. NOB: grupo néo obesas.
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Grafico 15 — Peso da gordura gonadal Gréfico 16 — Peso do rim com adrenal
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Legenda: Valores expressos em média + erro Legenda: Valores expressos em média + erro
padao da média. paddo da média.
** n<0,001, t Student. * p<0,05, t Student.
OB: grupo obesas OB: grupo obesas
NOB: grupo néo obesas. NOB: grupo néo obesas.

Grafico 17 — Peso do Utero com 0s ovarios
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Experimento 2

Os animais do grupo DP-OB tiveram aumento significante do ganho de peso
corporal (Gréaficol8) ao longo do tempo, mostrando o ganho de peso elevado ap6s o
DPN 81. Também ocorreu efeito da interagdo grupo e tempo significante, indicando

gque os grupos responderam de forma diferente ao longo do tempo.



47

Com os animais do grupo DHF-OB também ocorreu aumento significante do

ganho de peso corporal (Grafico 19) ao longo do tempo, porém o ganho de peso
elevado apareceu ap6s o DPN 133.

Gréfico 18 — Acompanhamento do ganho de peso corporal, fmeas com dieta padrao
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Legenda: Valores expressos em média + erro paddo da média.
ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,0001.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001, Bonferroni.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas

DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Grafico 19 — Acompanhamento do ganho de peso corporal, ffmeas com dieta hiperlipidica
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Legenda: Valores expressos em média + erro padrdo da média.
ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,0001.
* p<0,05, *** p<0,0001, Bonferroni.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.

O controle de ingesta do grupo DP-OB (Grafico 20) apresentou alteracfes
significantes de grupo e tempo em alguns dias ap6s o nascimento (DPN 45,214, 228
e 240), ja o grupo DHF-OB (Gréafico 21) mostrou diferenca significante na ingesta ao

longo do tempo, destacando o DPN 60, dia pds-natal onde passaram a receber a
racao padrao.
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Gréfico 20 — Controle de ingesta, fémeas com dieta padrao

- DP-OB
-= DP-NOB

*k Fkk

24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 67 74 81 83 103 118 133 148 163 178 193 200 207 214 221 228 235 240
Dia p6s-natal (DPN)
Legenda: Valores expressos em média + erro padrao da média.
ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo significante, p<0,05.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001, Bonferroni.
DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Graéfico 21 — Controle de ingesta, fémeas com dieta hiperlipidica

8- -~ DHF-OB
- DHF-NOB

Peso (g)
s
1

24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 67 74 81 88 103 118 133 148 163 178 193 200 207 214 221 228 235 240
Dia p6s-natal (DPN)

Legenda: Valores expressos em média * erro padréo da média.
ANOVA de duas vias. Efeito de tempo significante, p<0,05.

** pn<0,01, Bonferroni.

| inicio da dieta padrao

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo ndo obesas.

Os grupos DP-OB (Grafico 22) e DHF-OB (Gréfico 23) mostraram efeito da
interacdo grupo e tempo significante no acompanhamento da circunferéncia
abdominal, porém apenas o grupo DP-OB (Gréafico 24) mostrou este mesmo efeito
no acompanhamento do comprimento corporal; o grupo DHF-OB (Gréafico 25)

mostrou apenas aumento do comprimento ao longo do tempo comparado ao grupo
DHF-NOB.



Gréfico 22 — Circunferéncia abdominal,
fémeas com dieta padrédo
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Legenda: Valores expressos em média £
erro padrdo da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e
tempo significante, p<0,05.

** n<0,01, *** p<0,0001, Bonferroni.
DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Grafico 24 — Comprimento corporal, fémeas
com dieta padréo
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Dia p6s-natal (DPN)

Legenda: Valores expressos em média £
erro padrédo da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e
tempo significante, p<0,05.

* p<0,05, *** p<0,0001, Bonferroni.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.
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Gréfico 23 — Circunferéncia abdominal,

fémeas com dieta
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Dia p6s-natal (DPN)

Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

ANOVA de duas vias. Efeito de grupo e tempo
significante, p<0,05.

* p<0,05, ** p<0,01, Bonferroni.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.

Gréfico 25 — Comprimento corporal, fémeas
com dieta hiperlipidica
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/
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Dia pés-natal (DPN)

Comprimento (cm)

Legenda: Valores expressos em média + erro
padréo da média.

ANOVA de duas vias.

Nao houve diferenga significante entre os
grupos.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo néo
obesas.

Os animais dos grupos de dieta padrdo (Gréficos 26 e 28) e de dieta

hiperlipidica (Graficos 27 e 29) responderam conforme o esperado tanto para o TTI

como para o TTOG.



Gréfico 26 — Teste de tolerancia a insulina,
fémeas com dieta padrédo
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Legenda: Valores expressos em média +
erro padrdo da média.

ANOVA de duas vias.

N&o houve diferenga significante entre os
grupos.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Gréafico 28 — Teste de tolerancia oral a
glicose, fémeas com dieta
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Legenda: Valores expressos em média £
erro padrédo da média.

ANOVA de duas vias.

Nao houve diferenca significante entre os
grupos.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo nao obesas.
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Gréfico 27 — Teste de tolerancia a insulina,
fémeas com dieta
hiperlipidica
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

ANOVA de duas vias.

N&o houve diferenga significante entre os grupos.
DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.

Gréafico 29 — Teste de tolerancia oral a
glicose, fémeas com dieta

3001

T -~ DHF-OB
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padréo da média.

ANOVA de duas vias.

Nao houve diferenga significante entre os grupos.
DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo ndo obesas.

Quanto as dosagens bioquimicas, realizadas nos DPN 90, 180 e 240, nao

foram encontrados resultados significantes nos grupos DP-OB (Grafico 30) e DHF-
OB (Grafico 31) para as dosagens de AST, assim como para as dosagens de

colesterol, no grupo de dieta padrdo (Grafico 32) e no grupo de dieta hiperlipidica
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(Gréfico 33). Nas dosagens de triglicérides, houve resposta significante no DPN 180

para o grupo DP-OB (Grafico 34) o que ndo ocorreu no grupo DHF-OB (Gréfico 35).

Graéfico 30 — Dosagens de Aspartato Amino Transferase (AST), fémeas com dieta padréo

300+

150+

= DP-NOB
= DP-OB

Atividade de AST (UIL)

90 dias 180 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrdo da média.
**[rex n<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas

DP-NOB: dieta padrado - grupo nao obesas.

Grafico 31 — Dosagens de Aspartato Amino Transferase (AST), fémeas com dieta hiperlipidica

Atividade de AST (UIL)

150+
DHF-NOB
DHF-OB
T3
ol b e

80 dias 180 dias 240 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrdo da média.
* p<0,05, t Student.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.
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Gréfico 32 — Dosagens de colesterol total, fémeas com dieta padrao

250+
DP-NOB

DP-OB

Colesterol (mg/dL)
H
o
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90 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrao da média.
t Student.

N&o houve diferenca significante entre os grupos.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas

DP-NOB: dieta padrao - grupo nao obesas.

Grafico 33 — Dosagens de colesterol total, fémeas com dieta hiperlipidica

250+
DHF-NOB

DHF-OB

Colesterol (mg/dL)
N
T

90 dias 180 dias 240 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrdo da média.
t Student.

N&o houve diferenca significante entre os grupos.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.
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Gréfico 34 — Dosagens de triglicérides, fémeas com dieta padrédo

400+

DP-OB

200- T

Triglicérides (mg/dL)

90 dias 180 dias 240 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrao da média.
* p<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas

DP-NOB: dieta padrao - grupo nao obesas.

Grafico 35 — Dosagens de triglicérides, fémeas com dieta hiperlipidica

400+
DHF-NOB

DHF-OB

Triglicérides (mg/dL)
8
<

90 dias 180 dias 240 dias

Legenda: Valores expressos em média + erro padrdo da média.
t Student.

N&o houve diferenca significante entre os grupos.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.
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As dosagens hormonais de leptina foram significantes nos grupos DP-OB
(Gréfico 36) e DHF-OB (Gréfico 37) e as dosagens de insulina foram significantes

apenas no grupo DP-OB (Grafico 38), ndo havendo diferenca estatistica entre os

grupos de dieta hiperlipidica (Grafico 39).

Gréfico 36 — Dosagens de leptina, fémeas
com dieta padréo

Leptina (ng/ml)

DP-NOB

Grupos

Legenda: Valores expressos em média £
erro padrdo da média.

* p<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo nao obesas.

Grafico 38 — Dosagens de insulina, fémeas
com dieta padréo
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Legenda: Valores expressos em média £
erro padrdo da média.

* p<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo nao obesas.

Gréfico 37 — Dosagens de leptina, fémeas
com dieta hiperlipidica

Leptina (ng/ml)

DHF-NOB DHF-OB
Grupos

Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

* p<0,05, t Student.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.

Gréfico 39 — Dosagens de insulina, fémeas
com dieta hiperlipidica

Insulina (ng/ml)

DHFI—OB
Grupos

T
DHF-NOB

Legenda: Valores expressos em média + erro
padréo da média.
t Student.

Nao houve diferenga significante entre 0s grupos.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo nédo obesas.
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Nas pesagens dos orgaos coletados, foram encontrados resultados
significantes para a maioria dos o6rgaos, figado (Grafico 40 e 41), gordura
retroperitoneal (Grafico 42 e 43), gordura gonadal (Grafico 44 e 45) e rim direito com
adrenal (Grafico 46 e 47). Apenas o Utero com os ovarios (Grafico 48 e 49) nédo

apresentaram diferencas significantes, isto ocorreu com os animais de ambas dietas.

Grafico 40 — Peso do figado, fémeas
com dieta padréo

DP-NOB DP-OB

Grupos

Legenda: Valores expressos em média
erro padrdo da média.

* p<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padrdo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Grafico 42 - Peso da gordura
retroperitoneal, fémeas
com dieta padrao

DP-NOB DP-OB
Grupos

Legenda: Valores expressos em média +
erro padrdo da média.

*** p<0,085, t Student.

DP-OB: dieta padrdo - grupo obesas
DP-NOB: dieta padr&o - grupo n&o obesas.

Grafico 41 — Peso do figado, fémeas

com dieta hiperlipidica
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padr&o da média.

* p<0,05, t Student.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo ndo obesas.

Grafico 43 - Peso da gordura
retroperitoneal, fémeas
com dieta hiperlipidica
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

* p<0,05, t Student.

DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo ndo obesas.
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Grafico 44 — Peso da gordura gonadal, Grafico 45 — Peso da gordura gonadal,
fémeas com dieta padréao fémeas com dieta hiperlipidica
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DP-NOB DP-OB DHF-NOB DHF-OB
Grupos Grupos
Legenda: Valores expressos em média Legenda: Valores expressos em média + erro
erro padréo da meédia. padrao da média.
*** n<0,05, t Student. *** p<0,05, t Student.

DP-OB: dieta padréo - grupo obesas

DP-NOB: dieta padréo - grupo no obesas. DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo néo

obesas.
Grafico 46 — Peso do rim direito com Gréafico 47 — Peso do rim direito com adrenal,
adrenal, fémeas com fémeas com dieta hiperlipidica
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Legenda: Valores expressos em meédia Legenda: Valores expressos em média + erro
erro padrao da média. padrao da média.
** p<0,05, t Student. ** p<0,05, t Student.
DP-OB: dieta padrdo - grupo obesas DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas

DP-NOB: dieta padrao - grupo nédo obesas. DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo n&o obesas.



Grafico 48 — Peso do Utero com ovarios,
fémeas com dieta padrao

0.20+

0.154

0.10+

Peso (g)

0.05-

0.00-

DP-NOB DP-OB
Grupos

Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

t Student.

N&o houve diferenca significante entre os
grupos.

DP-OB: dieta padrao - grupo obesas
DP-NOB: dieta padréo - grupo ndo obesas.
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Grafico 49 — Peso do utero com ovarios,

fémeas com dieta hiperlipidica

DHF-NO! DHF-OB
Grupos

Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

t Student.

Né&o houve diferenca significante entre os grupos.
DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo ndo obesas.

No teste de suspensio pela cauda nao foi encontrado diferenga entre os
grupos DP-OB e DP-NOB (Grafico 50), nem nos grupos DFH-OB e DHF-NOB

(Grafico 51).

Grafico 50 — Teste de suspensio pela
cauda, fémeas com dieta
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padrdo da média.

t Student.

Nao houve diferenca significante entre os
grupos.

DP-OB: dieta padrao - grupo obesas
DP-NOB: dieta padrao - grupo ndo obesas.

Grafico 51 — Teste de suspensdo pela

cauda, fémeas com dieta
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Legenda: Valores expressos em média + erro
padréo da média.

t Student.

N&o houve diferenga significante entre os grupos.
DHF-OB: dieta hiperlipidica - grupo obesas
DHF-NOB: dieta hiperlipidica - grupo néo obesas.



58

6 DISCUSSAO

No presente trabalho, foi possivel verificar o aumento do ganho de peso
corporal e o aumento da ingestdo alimentar nos animais obesos, em ambos os
experimentos. O ganho de peso significante entre os grupos ocorreu independente
da dieta. Esse fato sugere a ocorréncia de obesidade espontanea e néo induzida.

A partir da descoberta da leptina, horménio ligado a saciedade, derivado do
adipécito, o tecido adiposo tem sido cada vez mais reconhecido como um 6rgao
endadcrino (GIMENO; KLAMAN, 2005). O papel da leptina na prevengéao do ganho de
excesso de peso tem se mostrado fisiologicamente significante (FRIEDMAN;
HALAAS, 1998). A concentracdo plasmatica de leptina estda parcialmente
relacionada ao tamanho da massa de tecido adiposo presente no corpo (ROMERO;
ZANESCO, 2006), portanto, a funcao da leptina na patogénese da obesidade pode
ser inferida pela mensuragdo da leptina plasmatica e quando ha aumento da leptina
plasmatica sugere-se que a obesidade é resultado da resisténcia a leptina
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Visto a relagao direta da leptina com a obesidade,
decidiu-se mensura-la no presente estudo. A leptina apresentcu-se em maior
quantidade nos animais obesos em relagdo aos ndo obesos. Esse dado pode ser
sugestivo da presenca de resisténcia a leptina nesses animais.

Injecdes periféricas ou intracerebroventriculares de leptina, reduzem o peso
corporal e a massa gorda, por meio da inibicdo da ingestdo alimentar e da
diminuicdo do gasto energético em roedores (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Isso
comprova que a agéo da leptina esta diretamente relacionada a ingestao alimentar e
portanto a obesidade. Além disso, esses resultados sugerem que os animais deste
estudo podem de fato ser considerados obesos.

Para se avaliar o grau de obesidade, costuma-se utilizar a expressao, indice
de massa corpérea (IMC) igual ao peso (kg) do individuo dividido pela sua altura ao
quadrado (m?) (SIKARIS, 2004). Seria possivel e mais preciso, realizar o IMC dos
animais obesos a partir do seu comprimento e seu peso, mas ndo ha valores de
referéncia para isto.

Alguns trabalhos estudaram a influéncia da obesidade nos casos de
depressdao, como nos individuos obesos que sofrem preconceito da sociedade
(SIKARIS, 2004). Ha também estudos sobre a influéncia da depressdo na
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obesidade, como nos casos de pessoas com transtorno de compulsao alimentar (DE
ZWAAN, 2001). Assim, a obesidade pode estar ligada a esta enfermidade. Por este
motivo houve o interesse de se testar se havia algum comportamento semelhante a
depressao, nos animais obesos. Para tal foi utilizado o TSC. Porém ndo houve
diferenga significante entre os grupos neste estudo. Esse resultado nao evidencia a
influencia de depressao no modelo aqui estudado.

Um crescente numero de fatores derivados dos adipécitos tem sido descrito.
Esses fatores contribuem para a patofisiologia da sindrome metabdlica, a qual é
caracterizada pela adiposidade, resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertenséo e
inflamacgéo crénica (GIMENO; KLAMAN, 2005). Sabe-se sabe que o consumo de
dieta hiperlipidica, ou de alimentacdo em excesso, tanto em humanos quanto em
roedores, causa alteragbes metabodlicas que aumentam o risco de desenvolver
outras doengas (NISWENDER; MAGNUSON, 2007). A ocorréncia da sindrome
metabdlica aumenta com o envelhecimento (SBEM, 2015). No presente estudo viu-
se que os animais, de um modo geral, apresentaram maior ingestao alimentar e
maior ganho de peso, mas as alteragdes metabodlicas s6 foram encontradas nos
animais obesos mais velhos.

O diagnéstico da Sindrome Metabdlica &€ dado quando trés ou mais fatores de
risco estiverem presentes: grande quantidade de gordura abdominal, baixo
colesterol HDL, triglicérides elevado (nivel de gordura no sangue), pressao
sanguinea alta e glicose elevada (SBEM, 2015). Dentre as alteragbes que
caracterizam a sindrome metabdlica, algumas delas foram encontradas neste
estudo, onde obteve-se resultados significantes nas dosagens de triglicérides (nos
grupos de DP, em ambas as idades), TTOG sugerindo intolerancia a glicose (no
grupo de DP, nos animais mais velhos) e grande quantidade de gordura abdominal
(em todos os grupos).

Em um estudo com animais obesos por indugdo de dieta hiperlipidica, foi
encontrado TTOG significante em relagcdo ao grupo controle (BEZERRA et al.,
2012). Isto ressalta a importancia do presente estudo, pois esta mesma alteragao foi
encontrada, mas em animais espontaneamente obesos, sem a necessidade da
inducdo desta enfermidade, o que sugere que estes animais realmente apresentam
alteragbes tipicas da sindrome metabdlica. Seriam necessarios estudos mais
aprofundados a fim de averiguar os aspectos causais dos dados descritos neste
trabalho.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel verificar aumento de peso e de ingesta nos
animais obesos, em ambas as dietas. Os animais obesos apresentaram maior
comprimento corporal e maior circunferéncia abdominal. Nos animais mais velhos,
observou-se alteragbes quanto a intolerancia a glicose, o que ndo foi visto nos
animais mais jovens. Os animais obesos apresentaram 6rgdos com maior peso e
taxas de triglicérides e leptina aumentadas. Nos mais jovens, este aumento também
ocorreu nas taxas de insulina. Além disso, os animais que receberam dieta
hiperlipidica como um desafio durante a peripuberdade, de modo geral, ndo
mostraram evidéncias de obesidade precoce, conforme o esperado.

Portanto, os animais que apresentaram obesidade espontanea tiveram
alteragbes metabdlicas cujo padréo varia de acordo com a idade, o que faz pensar
na possibilidade de ter ocorrido alguma alterag@o genética levando ao aparecimento
desta sublinhagem.

Este estudo representa um ponto de partida para o desenvolvimento de
futuras linhagens de uso potencial como modelos para obesidade e outras doengas
metabdlicas. Futuros estudos serdo necessdrios para avaliar e caracterizar a
ocorréncia desse fenétipo observada nessa coldnia.
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