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1- INTRODUCAO

A obesidade pode ser conceituada como um acumulo
corporal de tecido adiposo, que determina aumento do indice de
massa corporal (IMC) acima de parametros de referéncia para sexo
e faixa etaria. A prevaléncia mundial da obesidade mais que dobrou
desde 1980. Em 2008, sobrepeso e obesidade foram detectados em
1,5 bilndes de adultos com 20 anos ou mais. Destes, 200 milhdes de
homens e, aproximadamente, 300 milhdes de mulheres
apresentavam obesidade. Em torno de 65% da populacdo mundial
vive em paises aonde a obesidade mata mais do que a desnutricéo.
Aproximadamente 43 milhGes de criangcas abaixo de 5 anos

apresentam sobrepeso(1).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
de 2002-2003 detectaram um aumento consideravel na proporcéo
dos adolescentes brasileiros com excesso de peso (2). Enquanto,
em 1974-1975 3,9% dos meninos e 7,5% das meninas entre 10 e 19
anos estavam acima do peso; em 2002-2003, os percentuais de
excesso de peso aumentaram, respectivamente, para 18,0% e
15,4% (2). Um estudo realizado na cidade de Santos (Séo Paulo)
observou que, em 10.822 criancas de 7 a 10 anos, as prevaléncias
totais de sobrepeso e obesidade foram, respectivamente, de 15,7%
e 18% (3). Em escolas privadas, a taxa de excesso de peso chegava
a 50%, determinando a adocdo de medidas de prevencdo e
intervencionismo (3). Em sintese, esses dados estatisticos mostram
gue a obesidade é um importante problema de salude publica ndo s6
para a popula¢gdo adulta, mas também para a populagéo infantil de
nosso pais. Dessa forma, estudos que abordem este tema

apresentam um significativo impacto em nosso meio.
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E amplamente conhecido que a obesidade priméaria é
resultante do balangco positivo entre a quantidade de calorias
ingeridas subtraida das calorias gastas, sendo o0 excesso de energia
estocado em células gordurosas no tecido adiposo(4). O
entendimento dos fatores que regulam o balancgo entre a ingesta e o
gasto € determinante para o desenvolvimento de tratamentos para
obesidade, bem como mudancas em habitos de vida e ambientais.
Vale ressaltar que muitos dos avancos resultantes no entendimento
atual da fisiopatologia da obesidade foram obtidos a partir de

estudos utilizando animais de experimentacao (5).

Houve grandes avancos na compreensdo da patogénese da
obesidade nos ultimos 15 anos (4,5). Dentre eles, destaca-se a
descoberta de uma citocina derivada do adipdcito, chamada leptina
e seu receptor, ambos descobertos através de uma mutacado
genética produzida em camundongo (ob/ob e db/db) (6). Desde
1994, ano da descoberta da leptina, o tecido adiposo deixou de ser
considerado apenas como um reservatério passivo de energia,
passando entdo a assumir o papel de 6rgdo enddcrino (6). Além da
secrecdo de acidos graxos livres, o tecido adiposo expressa e
secreta varios peptideos bioativos, as chamadas adipocinas,
atuantes tanto em nivel local (acdo paracrina/autécrina) quanto
sistémico (acdo enddcrina) (7). Tais substéncias desempenham
diversas funcbes metabdlicas, como a regulacéo do acumulo e gasto
energético, a regulacdo do metabolismo de glicose, lipides, além de
efeitos imunoldgicos anti-inflamatérios e pré-inflamatérios (7-8). O
tecido adiposo contém ainda uma complexa maquinaria metabdlica,
capaz de interagir com diversos 6rgdos e sistemas a distancia, tais
como o sistema nervoso central (SNC), o sistema cardiovascular
(SCV) eosrins (7, 9).
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O metabolismo de esterdides sexuais e de glicocorticoides
tem sido implicado como um determinante da distribuicdo de gordura
corporal e do risco cardiovascular. Nos Ultimos anos, outras
substancias, como as citocinas pro-inflamatérias, os fatores do
complemento e componentes da cascata da coagulacao e fibrindlise,
tém ganhado destaque como participantes desse contexto,
mediando complicacBes metabdlicas e cardiovasculares associados
a obesidade (7, 9-10). Estudos em criangcas mostram que niveis
elevados de PAI-1 ( inibidor da ativacdo do plasminogénio) é um

sinalizador precoce de eventos cardiacos futuros(11).

Dietas hipercaldricas, ricas em lipides e em aglcares sao
frequentemente usadas em modelos experimentais para induzir
desordens nutricionais e metabdlicas, que sdo comumente
encontradas em humanos (3). Varios estudos em animais tem
demonstrado que os grupos alimentados com dieta hipercaldrica
apresentam uma eficiéncia dietética maior que o grupo que se
alimenta com dieta padrdo, ingerindo uma maior quantidade de
dieta. Os animais chamados de obeso susceptiveis sao aqueles que
apresentam hiperfagia com resisténcia a acao central da insulina e
da leptina, contribuindo assim para o desenvolvimento da
obesidade(12).

E de grande importancia o uso de modelos animais para
entender a regulagdo da ingesta alimentar, do balango energético e
os efeitos de mudancas ambientais sobre tais mecanismos (13). A
principal mudanga ambiental estudada consiste na variacdo da
composicdo da dieta e seus efeitos sobre a ingesta alimentar e o
ganho de peso. Estudos com linhagens de camundongos como o
C57BL/6 e o DAB/2J mostram que estes animais apresentam maior

susceptibilidade ao ganho de peso com dietas de alto teor de
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gordura ao passo que outras linhagens, como os camundongos A/J,
sdo resistentes a inducdo de obesidade por acréscimo de gordura a
dieta (13).

Por exemplo, camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
rica em gorduras desenvolvem obesidade, resisténcia a insulina,
diabetes mellitus, hipertrigliceridemia e esteatose hepética
avancada, mimetizando a sindrome metabdlica humana(14). Os
modelos experimentais de obesidade induzida por modificacbes na
composicao dietética sdo 0s que mais que mais se assemelham a
obesidade primaria humana de origem exdgena, ou seja, resultante
do excesso de consumo de alimentos com alto teor caldrico (15).
Esses modelos de obesidade exdgena diferem da obesidade
experimental de origem genética que pode ser observada em
animais como o rato obeso Zucker, camundongos ob/ob ou db/db
(15).

Ha evidéncias de que a leptina, que € a principal adipocina
responsavel pela regulacdo do equilibrio entre ingesta e o gasto
energético, possa também influenciar na funcdo cardiaca. Dessa
forma, quando a producéo de leptina aumenta de forma excessiva
pode ocorrer obesidade associada a defeitos na morfometria e na
funcdo cardiaca. Além disso, tem sido detectado aumento dos niveis
circulantes de leptina em pacientes com doencas cardiovasculares,
corroborando a hipétese de que a leptina possa contribuir para a
hipertrofia cardiaca e a aterosclerose. (16-17).

E importante ressaltar ainda que a hipertrofia cardiaca seja
fator preditivo para mortalidade e morbidade cardiovascular. Além
disso, a medida do tamanho dos cardiomidcitos distingue se a
hipertrofia cardiaca é benigna ou patologica(18). A morfometria é

utilizada, nestes casos, por fornecer uma medida quantitativa,
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transformando imagens digitalizadas de tecido em um parametro
numeérico objetivo. Dessa forma, os resultados obtidos por meio de
morfometria dos cardiomiécitos apresentam boa reprodutibilidade

em estudos experimentais (19).

A obesidade esta fortemente associada a esteatose hepéatica
em humanos, porém ainda ndo estd bem esclarecido qual o papel da
ingesta excessiva de gordura na etiopatogénese desta alteracao
hepética. Estudar a influéncia de diferentes tipos de dieta no
surgimento de obesidade associada ou ndo a esteatose hepatica é
muito dificil em seres humanos. De forma geral, € impossivel
separar a influéncia de fatores genéticos e ambientais responsaveis
pelo surgimento de esteatose hepatica em pacientes obesos. Por
outro lado, estudos experimentais que induzem obesidade por
modificagcbes dietéticas podem auxiliar na compreensdo do papel
destas dietas na etiopatogénese da esteatose hepética associada a
obesidade(20). Nesse contexto, foram observadas significativas
alteracdes no figado de camundongos C57BL/6 obesos machos, tais
como infiltragdo mononuclear, necrose de hepatocitos, hiperplasia
biliar epitelial e deposicdo de colageno nos hepatdcitos. Estas
alteracOes inflamatorias coexistem com vacuolizagdo microvesicular
dos hepatdcitos, caracterizando um quadro histopatolégico de

esteatohepatite(21).

Embora a associacdo entre obesidade e doenca renal tenha
sido previamente estabelecida, 0s mecanismos patogénicos
envolvidos ainda nado foram esclarecidos(22). A obesidade esta
associada a vérias alteracBes funcionais e estruturais do rim que se
assemelham aquelas encontradas na nefropatia diabética. Em fases
precoces da instalagdo de obesidade, estudos experimentais tém
mostrado hiperfiltracdo e hipertrofia glomerular associadas a
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espessamento da membrana basal, expansdo da matriz mesangial e
alargamento da cépsula de Bowman. Estas alteracdes precoces
podem ser consideradas precursoras de lesfes mais significativas,
como a glomeruloesclerose focal, que tém sido observadas na
obesidade de duracdo mais prolongada (22). Nesse sentido, a
avaliacdo da morfometria do tecido renal pode ser util para a
deteccdo precoce de hipertrofia glomerular em animais obesos, pois
fornece medidas numéricas do didmetro dos glomérulos renais (19).
Acredita-se que um dos fatores responsaveis pela hipertrofia renal
seja a hiperinsulinemia. Estudos em camundongos mostram que a
hiperinsulinemia leva a hipertrofia de varios tecidos, como o tecido
renal, através de estimulo a proliferacéo de células renais e por meio
de liberacéo de fatores de crescimento e aumento da expressao dos

receptores para os fatores crescimento (23).

Dentro desse contexto, o presente estudo teve como escopo
avaliar as alteracdes fenotipicas, histologicas e morfométricas em
camundongos da linhagem C57BL/6 submetidos a ingestédo
prolongada de dieta com alto teor de gordura. Os achados foram
comparados com camundongos de mesma linhagem recebendo
dieta convencional, analisando-se o0 ganho ponderal, a ingesta
alimentar, a presenca de gordura intra-abdominal, as alteracdes

histologicas e morfométricas nos tecidos cardiaco, renal e hepatico.
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2.1 Resumo

A obesidade resulta de alteragéo prolongada no balancgo entre
a energia ingerida e a energia gasta. Um grande nimero de modelos
animais tem contribuido para o entendimento da obesidade. Fatores
genéticos e ambientais tém sido modificados a fim de promover
ganho excessivo de peso e aumento do conteldo de gordura intra-
abdominal nos animais de experimentagéo, procurando mimetizar a
obesidade humana. Em linhas gerais, os modelos experimentais de
obesidade utilizam diferentes linhagens de roedores e podem ser
obtidos por meio de alteracdes genéticas tais como mutacdes
simples, supressdo ou aumento da expresséo de diferentes genes.
Outra estratégia muito utilizada consiste na modificacdo de fatores
ambientais, destacando-se o emprego de dietas com alto teor
caldrico e lipidico. Este artigo de revisao descreve suscintamente os
modelos animais que tém sido mais utilizados para o estudo da
obesidade e os principais resultados obtidos a partir desses

modelos.

Palavras-chave: obesidade, modelos animais, dieta com alto teor de

gordura
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2.2 Modelos experimentais de obesidade

A obesidade resulta de um balango energético positivo entre
energia ingerida e energia gasta. Até o presente momento, ainda
ndo foram estabelecidos parametros antropomeétricos muito precisos
para a definicAo de obesidade em animais de experimentacao.
Dessa forma, o conceito de obesidade em modelos animais tem-se
baseado no ganho excessivo de peso corporal, no calculo do
denominado indice de obesidade de Lee ou na verificacdo de

aumento significativo do contelido de gordura corporal(1)

Modelos animais tém exercido um papel fundamental para a
compreensao das bases fisiologicas do consumo alimentar, do gasto
energético e das respostas comportamentais frente a determinados
tipos de alimentos (1-2). Os modelos animais contribuem também
para a avaliagdo de desordens alimentares de diferentes etiologias,
do papel epigenético das alteracdes ambientais e permitem que
sejam testados varios agentes farmacoldgicos para o tratamento da
obesidade(3).

A obesidade tem sido produzida experimentalmente por meio
de alteracdes genéticas e ambientais realizadas em diversas
linhagens de roedores. Este artigo de revisdo tem como objetivo
descrever sucintamente os modelos animais que tém sido mais
utilizados para o estudo da obesidade e os principais resultados

obtidos a partir desses modelos.

2.3 — Obesidades induzida por alteracdes genéticas
2.3.1 Obesidade induzida por mutacao genética espontanea

O camundongo denominado de ob/ob € um exemplo classico

de mutacgdo esponténea de um gene que produz perda de funcdo. O
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camundongo obeso (ob/ob) apresenta uma mutagdo autossémica
recessiva, descrita ha varias décadas, que provoca obesidade
maciga(4-5). Em 1978, Coleman descreveu uma nova mutacao
recessiva levando a obesidade em murinos - o camundongo
diabético (db/db). Ambas as linhagens, ob/ob e db/db, apresentam
fenotipos idénticos, com peso corporal 3 vezes maior e gordura
corporal 5 vezes maior do que camundongos normais (5-6).
Coleman postulava que o gene ob codificaria ou seria responsavel
pela geracdo de um fator circulante que regularia o balanco
energético, enquanto o gene db seria responsavel pela codificagdo
do receptor para este fator circulante(6). A clonagem e a
caracterizacao do gene ob mostrou que o fator circulante codificado
por esse gene € um hormdnio peptidico denominado leptina (do
grego leptos, magro), que atua no controle do apetite e é expressa
no tecido adiposo e, em niveis menores, na placenta e no epitélio
gastrico (5, 7) A leptina € um horménio que age no Sistema Nervoso
Central, em particular no hipotalamo, inibindo o consumo alimentar
em longo prazo e estimulando o gasto energético(7). Duas mutacdes
diferentes foram descritas nos camundongos ob/ob, uma na qual a
transcricdo génica estd ausente e, consequentemente, ndo ocorre
sintese de leptina, enquanto que a outra resulta na producao de uma
proteina truncada e inativa. Dessa forma, os animais que nao
sintetizam a leptina ou produzem forma inativa da proteina
apresentam hiperfagia por descontrole do mecanismo de saciedade
com consequente ganho excessivo de peso (3,4). Ressalta-se que
se transcorreram aproximadamente 50 anos entre a descoberta do
fenétipo desses animais e sua caracterizacdo genética e fisioldgica
(1, 4).
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2.3.2 Obesidade decorrente de mutacdo genética induzida

artificialmente

Tem havido uma tendéncia em acelerar o processo de perda
de funcdo de determinado gene de forma artificial. Tais mutacdes
genéticas podem ser obtidas administrando-se aos animais
mutagénicos quimicos ou expondo-os a radiacdo. O maior problema
desta abordagem é o custo para a producdo dos fendtipos
desejados. Considerando-se que um roedor possui de 30.000 a
40.000 genes e que a mutacdo é efetivamente induzida em 3 a 5%
dos casos, torna-se necessario aproximadamente um milhdo de

animais para a obtenc¢é&o do fenétipo de interesse (4)

2.3.3 Modelos transgénicos de obesidade

Desde a caracterizacdo dos primeiros genes relacionados a
obesidade, tém sido desenvolvidos inUmeros modelos transgénicos
gue apresentam fenétipos variados, desde obesidade acentuada até
desnutricdo. A super-expressdo do gene alvo foi a primeira
abordagem técnica largamente utilizada para desenvolvimento

destes modelos(3, 5)

Em 2005, o mapeamento de genes relacionados a obesidade
humana mostrou que 248 genes poderiam ser expressos como
transgenes em animais de experimentagao, resultando em fendétipos

com alteragdes do peso corporal e da adiposidade (4).

A habilidade de introduzir ou eliminar genes das células
germinativas de animais, sobretudo de camundongos, tem facilitado
o desenvolvimento de modelos genéticos complexos. Por exemplo, a
auséncia da forma ativa do receptor da leptina (Ob-Rb) no

camundongo db/db resulta em obesidade e diabetes (5, 8). Por outro
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lado, os modelos transgénicos mais reprodutiveis sdo obtidos por
meio de delecdo genética (knockout). Nesses modelos é realizada a
ablacdo do gene alvo em todos os tecidos. O problema com os
knockouts convencionais é o potencial de morte embribnica que a
manipulacdo transgénica pode gerar. Na maioria das vezes, esta
manipulac@o genética produz mudangas compensatorias durante o

periodo de desenvolvimento dos animais (1, 4).

Os estudos em animais geneticamente modificados ndo sé
contribuem para o entendimento dos processos fisiolégicos que
regulam a ingesta alimentar e o balanco energético, mas também
para a compreensdo da fisiopatologia das co-morbidades
associadas a obesidade, tais como o diabetes mellitus tipo 2 e a
sindrome metabdlica. Nesse sentido, Bains e colaboradores
descreveram uma linhagem de ratos transgénicos que foi obtida a
partir de modificagbes genéticas no locus da vasopressina. Os
animais transgénicos apresentavam obesidade de inicio tardio (late
onset obesity rat —-LOB) e eram capazes de acumular seletivamente
gordura visceral na auséncia de resisténcia insulinica (9).

Em 2007, foi identificada uma associacao entre polimorfismos
de um Unico nucleotideo (SNPs-single nucleotide polymorphisms) no
gene associado a massa de tecido adiposo e a obesidade,
denominado FTO (fat mass and obesity-associated)(3) O gene FTO
esta localizado no cromossomo 16qgl12.2, possui 9 exons e é
expresso no tecido adiposo, nas células pancreaticas e,
principalmente no hipotalamo, sugerindo sua participagdo controle
da ingestdo alimentar e do metabolismo corporal (3).A variante
rs9939609 (T>A) do FTO é a mais estudada, e tem forte associacao
com o IMC, a relag&o cintura/quadril e 0 peso em caucasianos (3).

Estudos em animais de experimentacdo mostraram que o0 RNA
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mensageiro (RNAm) para o gene FTO apresenta alta expresséo no
cérebro e no hipotdlamo. Durante o0 jejum 0s animais apresentam
uma reducdo da expressdo do RNAm para o gene FTO no
hipotalamo, independente dos niveis de leptina (4)

Em sintese, estudos das alteragBes genéticas relacionadas a
obesidade tem-se mostrado muito Uteis para a compreensdo dos
mecanismos fisiolégicos que regulam o balanco energético bem
como para identificagdo de moléculas alvo de futuras intervencdes

terapéuticas(1, 4)

2.3.4 Modelos poligénicos

A obesidade pode ser considerada uma doencga poligénica,
resultante da combinacdo de varios genes. Nesse contexto, varias
pesquisas tém focado nas bases poligénicas da obesidade e muitas
delas tém usado modelos animais. Embora um determinado fenétipo
do animal seja facilmente detectavel ou quantitativamente
mensuravel, a identificacdo dos genes subjacentes a este traco ou
caracteristica € um processo laborioso. Apesar disso, a possibilidade
de detectar caracteristicas relacionadas a diferentes regides do
genoma € bem maior em modelos animais do que em seres
humanos, principalmente devido ao tamanho da prole, o que facilita
a estruturacao do pedigree. A maior parte das pesquisas que avaliou
as diferentes regibes do genoma responsaveis pelo fenétipo de
obesidade utilizou a técnica de mapeamento dos loci genéticos
relacionados aos tragos quantitativos (quantitative trait loci - QTLS).
Mais de 200 QLTs ja foram localizados em diferentes regides de um

Unico gene de ratos (1, 4)

Ressalta-se ainda que, em alguns casos, estes modelos

poligénicos  requerem intervencbes ambientais para 0
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desenvolvimento de obesidade, como a administracdo de dieta rica
em gordura. Além disso, algumas linhagens de camundongos tém-
se mostrado resistentes ao desenvolvimento de obesidade,
independente de serem submetidas a dietas ricas ou pobres em
gorduras. Por outro lado, outras linhagens desenvolvem obesidade
facilmente quando submetidas a dieta rica em lipidios como é o caso
de camundongos C57BL/6 (1-2, 4, 10-11)

2.3.4.1 Camundongo obeso da Nova Zelandia (NZO)

E um modelo poligénico que exibe diabetes tipo 2 somente
em machos. Este camundongo aumenta seu peso rapidamente nos
dois primeiros meses de vida devido a hiperfagia. A obesidade do
NZO é similar ao que se observa em seres humanos, pois esta
relacionada & hiperfagia, reducdo de gasto energético por

insuficiéncia de atividade fisica (8).
2.3.4.2 Camundongo obeso diabético Tsumura Suzuki (TSOD)

A linhagem TSOD desenvolve obesidade associada ao
diabetes, ao passo que a linhagem Tsumura Suzuki de
camundongos nédo obesos (TSNO) apresenta hiperglicemia né&o
acompanhada de aumento do peso corporal. Os camundongos
TSOD podem desenvolver nefropatia e neuropatia em idades mais

avancadas (8).
2.3.4.3 Camundongo M16

Neste tipo de camundongo ocorre aumento do peso corporal e
da quantidade de gordura corporal. Machos e fémeas desta
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linhagem apresentam hiperfagia, mas somente o0s machos

desenvolvem hiperglicemia (8).
2.3.4.4 Camundongo Kuo Kondo (KK)

Este € um modelo de diabetes tipo 2. O camundongo KK
exibe hiperfagia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina com
obesidade moderada aos 2 meses de idade. A resisténcia a isulina

precede o surgimento da obesidade (8).

2.3.4.5 Rato obeso Zucker

Em 1961, L.M. Zucker descreveu uma mutacdo no gene
fatty do cromossomo 5 (12).Estes ratos exibem obesidade precoce,
com 5 semanas de vida. Ocorre acumulo de gordura subcutanea e
resisténcia a insulina, apesar de apresentarem niveis normais de
glicose sanguinea. Quando esses ratos atingem 14 semanas de
vida, verifica-se que o percentual de gordura corresponde a 40% do

peso corporal (8, 13-14).
2.3.4.6 Rato Otsuka Long Evans Tokushima obeso (OLETF)

Estes ratos sao hiperfagicos, o que determina aumento
progressivo do peso corporal e estabelecimento de obesidade apds
as primeiras semanas de vida. Com 8 semanas podem apresentar
hiperinsulinemia e com 12 semanas resisténcia a insulina. Em torno
de 25 semanas, todos os machos e aproximadamente 30% das
fémeas desenvolvem diabetes, detectada por meio do teste de

tolerancia oral & glicose (8).
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2.4 Obesidade induzida por alterag8es ambientais
2.4.1 Exposicéo a dieta palatavel com alto teor de gordura

Em roedores, muitos estudos tém avaliado a resposta destes
animais quando expostos a dietas de alto teor de gordura (2). Dois
tipos de resposta tém sido observados — alguns animais mostram
profundo aumento de sua gordura corporal (como por exemplo,
camundongos da linhagem C57BL/6), sendo coletivamente
denominados de “obesos sensiveis” ou obesos induzidos por dieta
(diet-induced obese-DIO). Por outro lado, alguns roedores chamados
de resistentes a dieta (DR) resistem ao ganho de peso quando
exposto a dieta de alto teor de gordura (1-2, 4). Muitos estudos tém
usado a obesidade induzida por dieta para avaliar a ingestéo
alimentar quando a dieta apresenta alto teor de gordura. Em
resumo, nos modelos de obesidade dieta—induzida, os animais sdo
classificados em obesos sensiveis ou resistentes ao ganho de peso,
ao aumento da adiposidade corporal e a elevacdo dos niveis de

catecolaminas na urina (2).

A tabela 1 mostra estudos experimentais que induziram

obesidade por meio de modificagbes no teor de gordura da dieta.

Tabela 1 — Estudos experimentais de obesidade induzida por

modificacdes no teor de gordura da dieta

Autor (ref.) Animal Teor de Objetivo
gordura da
dieta
Madarim & Ratos Wistar 30% Avaliar hipertensdo e
Lacerda (15) machos remodelamento cardiaco
Nishikawa et Camundongos 32% Influéncia de sexo e
al.(16) C57BL/6 e idade no aparecimento

BALB de obesidade
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Buison et al. (17) Ratas Wistar 35% Avaliar os efeitos da
fémeas leptina

Tulipano et al(18) Ratos Sprague- 20% Avaliar os efeitos da
Dawley machos leptina

Lijnen et al. (19) Camundongos 42% Bloquear o receptor do
C57BL/6 VIP e avaliar efeitos na
machos adiposidade

Brake et al. (20) Camundongos 21% Avaliar efeitos da
C57BL/6 obesidade na resposta
machos inflamatéria

Bhathena et F1B Golden 6% Desenvolver modelo de

al.(21) Syrian Hamster esteatose hepatica

Fraulob et al. (22) Camundongos 60% Desenvolver modelo de
C57BL/6 sindrome metabolica
machos

Gallou-Kabaniet =~ Camundongos 60% Desenvolver modelo de

al. (23) C57BL/6 sindrome metabdlica
machos e
fémeas

Souza-Mello et al. Camundongos 60% Avaliar tratamentos para

(11) C57BL/6 a resisténcia insulinica
machos

VIP- Peptideo intestinal vasoativo

A maior diferenca entre os modelos experimentais de obesidade
induzida por dieta e 0 que ocorre em seres humanos se deve aos
aspectos comportamentais. Em seres humanos, o desenvolvimento
de obesidade pode ndo diretamente estar relacionado a maior
susceptibilidade ao ganho de peso quando expostos a uma dieta
com alto teor de gordura, mas pode ocorrer devido a preferéncia
individual por dietas com alto teor de gordura (2). Poucos estudos
tém explorado os aspectos comportamentais relacionados a

preferéncia por determinadas dietas em modelos animais(2) Nesse
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sentido, alguns estudos tém mostrado que neuropeptidios cerebrais
participam da escolha dos macro-nutrientes, enquanto outros tém
detectado que variagbes em receptores do paladar podem
influenciar na preferéncia por determinado tipo de dieta (24).

Em geral, dietas que apresentam 30% ou mais de calorias
sob a forma de gordura sdo consideradas potencialmente capazes
de induzir obesidade. Por outro lado, alguns estudos tém mostrado
gue dietas com percentuais menores de gordura também podem
induzir obesidade em animais de experimentagdo (11, 15-23).
Observou-se que quando o aumento de gordura esta associado ao
maior teor de proteina na dieta, a obesidade pode ndo se
desenvolver. Tal achado pode ser atribuido ao fato de que altos
niveis de proteina na dieta estimulam a producgdo de colecistocinina
e reduzem os niveis de grelina no plasma, levando a uma reducao
no esvaziamento géstrico, além de aumentar a sensibilidade do
sistema nervoso central a leptina. Os altos niveis de proteina na
dieta também diminuem a acdo da enzima que faz a sintese de
acidos graxos, reduzindo, portanto, a lipogénese hepatica(2).

A predisposicdo genética a obesidade também pode ser
avaliada por meio destes modelos (25). Em algumas linhagens de
ratos e camundongos é possivel a identificacdo de animais
resistentes e sensiveis ao desenvolvimento de obesidade através da
exposi¢cdo a uma dieta com alto teor de gordura ad libitum. Dentre
essas linhagens podem ser mencionados ratos Sprague-Dawley,
ratos Wistar e camundongos C57BL/6.(4)

Modelos animais de obesidade induzida por dieta tém
auxiliado na compreenséo da etiopatogénese da propria obesidade e
de condicbes a ela associadas tais como resisténcia a insulina,

esteatose hepatica e dislipidemia. (21)
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2.4.2 Tratamento dietético da obesidade pela restricdo calérica

Embora a restricdo cal6rica seja o tratamento mais
frequentemente prescrito para obesidade, seu sucesso tem-se
mostrado muito limitado. Para ser efetiva, a restricdo da ingesta
alimentar deve ser mantida indefinidamente; o que é frequentemente
impossivel de ser alcancado. Além disso, no periodo de restricao,
ha um ajuste em outros componentes do metabolismo energético,
gue pode comprometer ainda mais a capacidade de perda de peso.
Os animais de experimentagdo sdo muito Uteis para avaliagdo dos
efeitos da restricdo caldrica, porque seu gasto energético é
facilmente monitorado (2).
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2.5 Consideracdes Finais

Existem indmeros modelos animais para o estudo da
obesidade com diferentes caracteristicas. No entanto, todos tém em
comum o fato de estarem proporcionando maior compreensao da
etiopatogénese da obesidade e de suas co-morbidades, além de
permitirem avaliacdo dos efeitos de diferentes intervencdes
terapéuticas. Atualmente, os modelos experimentais que se baseiam
na exposicao as dietas com alto teor de gordura tém sido cada vez
mais utilizados por desencadearem obesidade de forma semelhante

ao que ocorre em seres humanos.
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3-OBJETIVOS

O objetivo principal foi avaliar as altera¢cbes fenotipicas,

morfométricas e morfolégicas em animais submetidos a ingestao

prolongada de dieta com alto teor de gordura.

3.1 Objetivos especificos

e Comparar 0 ganho de peso de animais submetidos a ingestao
prolongada de dieta com alto teor de gordura com animais de
mesma linhagem que receberam dieta convencional pelo mesmo
periodo (grupo controle);

e Comparar a gordura peritoneal e o peso dos 6rgaos (coracao,
figado e rins) de animais submetidos a ingestédo prolongada de
dieta com alto teor de gordura com animais de mesma linhagem
gue receberam dieta convencional pelo mesmo periodo (grupo
controle);

e Comparar o0s niveis circulantes de creatinina, colesterol e
triglicérides de animais submetidos & ingestdo prolongada de
dieta com alto teor de gordura com animais de mesma linhagem
gue receberam dieta convencional pelo mesmo periodo (grupo
controle);

e Comparar a avaliacdo histoldgica dos tecidos renal, cardiaco e
hepéatico e a andlise morfométrica dos cardiomiécitos e dos
glomérulos renais de animais submetidos a ingestédo prolongada
de dieta com alto teor de gordura com animais de mesma
linhagem que receberam dieta convencional pelo mesmo periodo

(grupo controle).
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4-Metodologia

4.1 Animais

Foram utilizados para o estudo camundongos, machos,
adultos jovens, da linhagem C57BL, com peso variando entre 20 a
25¢g, oriundos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB da UFMG.
Todos os procedimentos seguiram Lei Federal 6.638 e as
orientacbes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2 Protocolo experimental

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais por um
periodo de sete dias para aclimatagdo. Durante a fase de
aclimatacédo, foi oferecida dieta comercial e agua “ad libitum". Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas e controle
de temperatura e umidade, entre 22-24°C. ApOs este periodo de
aclimatacdo os animais foram randomizados em dois grupos:
animais que receberam dieta convencional (grupo controle, n=10) e
animais que receberam dieta rica em gordura (grupo obeso, n=20).
No grupo obeso, foi incluido um maior nimero de animais devido a
possibilidade de alguns animais desta linhagem apresentarem
resisténcia ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta
(obesos resistentes) (1-2). A dieta rica em gordura foi preparada a
partir do acréscimo de gordura vegetal hidrogenada a dieta
comercial que originalmente apresenta em sua composicdo 6% de
gordura (Nuvital®). A dieta modificada passou a apresentar teor de
gordura de 30%. Os animais do grupo controle receberam a dieta

padrdo (Nuvital®).
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4.3 Preparo da dieta de alto teor de gordura

A dieta de alto teor de gordura foi preparada pelos pesquisadores
envolvidos no projeto e fornecida aos animais sob a forma
peletizada, conforme previamente descrito na literatura(l) A dieta
padrdo foi adquirida na forma farelada a fim de facilitar o preparo. A
essa dieta farelada era acrescida gordura vegetal hidrogenada da
marca Salde®, que era processada em batedeira culinaria. Para
gue a dieta fosse palatavel ao animal acrescentou-se a essa mistura
leite condensado Nestle®. Apds a obtencdo desta dieta, a mesma
era acondicionada em recipiente fechado, em geladeira para fins de
conservacao. A dieta era administrada aos animais, sendo trocada a

cada dois dias para evitar a degradacdo da mesma.

Tabela 1 — Composicéo das dietas experimentais

Componente Dieta de alto teor Dieta

de gordura (%) comercial(%)

Dieta comercial® 60 100
Gordura vegetal hidrogenada® 25 _
Leite condensado® 15 _
Proteinas 15 23
Gorduras 30 6
Carboidrato 55 17,9

2 Nuvital®, ° Saude ( Siol alimentos), © Nestlé®(3)

4.4 Acompanhamento do ganho ponderal

Os animais foram pesados semanalmente. A opg¢do por
determinacao do peso semanal ao invés de pesagem devido ao fato
do animal apresentar alto metabolismo e a manipulacdo frequiente
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do mesmo e perda de peso. A dieta era trocada a cada dois dias a
fim de evitar a degradacdo da mesma. O Grupo controle ingeriu a
dieta padrdo no mesmo periodo que o grupo experimental. Os
animais do grupo controle e obeso eram pesados ao mesmo tempo
e nas mesmas condi¢des. Para determinacdo do peso corporal foi
utilizada balanga de precisdo Gehaka® BG 2000 0,001g-202g ,
sendo consideradas duas casas decimais para leitura e registro do
peso. Para tal procedimento, os animais foram colocados em um
recipiente apropriado posicionado sobre a balanca devidamente
zerada e calibrada, aguardando-se o0 momento de estabilizacdo da

leitura do peso para seu registro.

4.5 Retirada de 6rgaos

Apés injecdo intraperitoneal de Cetamina (60-80mg/Kg) e
Xylazina (8 a 15 mg/kg), associadas nha mesma seringa, o animal era
submetido a abertura da cavidade abdominal, sendo coletada
amostra de sangue da veia cava inferior e, posteriormente, retirados
0s seguintes 6rgaos: coracdo, figado, rins, gordura subcutanea e
abdominal. Os 6rgaos foram pesados em balanca de precisao
Gehaka® BG 2000 0,001g-202g, considerando duas casas
decimais.

Os tecidos cardiaco, renal e hepatico foram fixados com solucao
de formol a 10%, sendo encaminhados para histologia. Os tecidos
foram corados por hematoxilina-eosina (HE) e avaliados por

histologia convencional e analise morfométrica.

4.6 Histologia convencional
Foi realizada avaliacdo histolégica das laminas de coracéo,

figado e rins coradas por HE em microscopio Olympus BX-41, com
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varredura total da lamina a fim de se capturar imagens e avaliar

possiveis altera¢des dos tecidos.

4.7 Morfometria

A andlise morfométrica foi realizada no laboratério de biologia
molecular do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas ICB- UFMG. As imagens obtidas das laminas de rim,
coracdo e figado foram capturadas através de um microscopio
Olympus BX-41, através de uma camera Olympus Q Color 3,
acoplada a um computador. O programa de processamento de
imagens utilizado foi o Q-Capture pro 6.0, na resolucdo de
1280x1024 pixels e no formato TIFF. Posteriormente, as imagens
foram convertidas em resolucdo 680X510 pixels, para se adequar a
escala padrao utilizada de 50 um. Apés a adequacdo das imagens
foi utilizado o programa IMAGEJ para medicdo do diametro das
células. O IMAGE J é um software para processamento e analise de
imagens, desenvolvido por Wayne Rasband no National Institute of
Mental Health, USA (4). Foram medidos, em média, 100
cardiomidcitos por coracdo e, em média, 15 glomérulos renais por

rim.
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Figura 1 — Medida do Image J e escala em 680X512 para padrao
de 50 um

4.8 Dosagens bioquimicas

O sangue colhido da veia cava inferior foi coletado em tubos
contendo citrato. Apés a coleta, o sangue foi centrifugado a 800g e o
plasma resultante foi pipetado, acondicionado em tubos estéreis e
armazenado em freezer a -30°C. Este material foi enviado para
processamento em laboratério especializado em dosagens de
realizadas dosagens de

animais de experimentacdo. Foram

colesterol, triglicérides e creatinina por meio de técnicas

colorimétricas convencionais.

4.9 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada pelo software GraphPad
Prism Versao 5.0. Os dados foram expressos como médias e desvio
padrdo. A comparacdo das médias entre os dois grupos foi feita
através do teste T de Student. As medidas variadas dos

cardiomiécitos e dos glomérulos foram analisadas em sua
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uniformidade pela correlagdo de Pearson. Para as repetidas
medidas dos glomérulos e cardiomidcitos comparando 0s grupos
controle e obeso, foi usada a andlise de variancia seguida pelo pés
teste de Student Newmman-Keuls. Valores de significancia foram

considerados quando P< 0,05
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteracbes
fenotipicas, histoldgicas e morfométricas em coracao, rim e figado
de camundongos C57BI6 resultantes da administracdo crénica de
dieta rica em gordura. Foram utilizamos 20 camundongos C57BL/6,
machos submetidos a uma dieta de alto teor de gordura (30%),
durante 10 semanas em comparagdo com 10 camundongos
recebendo dieta convencional pelo mesmo periodo (grupo controle).
Os animais foram pesados semanalmente. Ao término do periodo
experimental foram coletadas amostras de sangue e retirados
coracdo, rins e figado para determinacdo do peso e analise
histologica e morfométrica. Os resultados obtidos foram comparados
com o grupo controle, considerando nivel de significancia P<0.05.
Os animais submetidos a dieta de alto teor de gordura mostraram
um ganho de peso significativamente superior ao do grupo controle
(P<0,05) . Em relacédo ao peso de érgaos, o figado, o coracéo e o
rim direito se mostraram maiores nos obesos em relacdo ao grupo
controle (P<0.05). O figado apresentou degeneracdo hidrépica
apenas no grupo obeso. O didmetro dos cardiomiécitos e as
dimensdes dos glomérulos renais foram significativamente maiores
no grupo obeso em relacdo ao controle. A obesidade produziu
degeneracdo hidrépica no figado e alteracdes morfométricas
significativas no coracéo e no rim que podem preceder as alteracdes
funcionais relacionadas a obesidade.

5.1 INTRODUCAO

A obesidade resulta do balan¢o positivo entre a quantidade de
calorias ingeridas subtraida das calorias gastas, sendo o0 excesso de
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energia estocado em células gordurosas no tecido adiposo. Trata-se
de uma doenca multifatorial causada por interacdes complexas entre
fatores ambientais e genéticos (1).

A obesidade tem sido produzida experimentalmente por meio de
alteracbes genéticas e ambientais realizadas em diversas linhagens
de roedores (2-8). As alteracdes genéticas resultam em geral de
mutacdes simples, supressdo ou aumento da expressdo de
diferentes genes, enquanto que a principal modificacdo de fatores
ambientais consiste no emprego de dietas com alto teor calérico e
lipidico(1, 9).

Os modelos experimentais de obesidade induzida por
modificagfes na composigdo dietética sédo os que mais que mais se
assemelham a obesidade primaria humana de origem exdgena(l, 9-
10) Nesse contexto, animais expostos a dieta com alto teor de
gordura e calorias podem ou ndo desenvolver obesidade, sendo
classificados em sensiveis e resistentes a dieta modificada (9, 11).
Algumas linhagens de animais podem desenvolver também co-
morbidades associadas a obesidade como diabetes tipo 2, esteatose
hepética e sindrome metabdlica (4, 8).

Além da avaliacdo fenotipica, os modelos experimentais de
obesidade induzida por dieta possibilitam o estudo de modificacdes
histologicas e morfométricas em diferentes 6rgdos(11). A obesidade
pode produzir infiltracdo de gordura e alteracdes morfoldégicas no
coracdo, nos rins e no figado (11-14). Para exemplificar, em
camundongos da linhagem C57BL/6J, a exposicao crbnica a dietas
com alto teor de gordura pode produzir hipertrofia cardiaca
excéntrica (15). A obesidade leva a hipertrofia dos cardiomiécitos,

que pode ser verificada pelo aumento da area de sec¢do desta



49

célula a morfometria (16). Em relacdo aos rins, foi verificada
correlagdo positiva entre niveis elevados de leptina e de insulina
com o desenvolvimento de esclerose glomerular (14). Do ponto
morfolégico, a glomerulopatia relacionada a obesidade se apresenta
como uma forma focal de fibrose glomerular, que também se associa
ao aumento de tamanho dos glomérulos (17). A infiltragcdo do figado
por gordura € uma das co-morbidades relacionadas a obesidade,
gue pode progredir para esteatohepatite com inflamacgéo e fibrose

progressivas, culminando em cirrose hepatica (18).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes
fenotipicas, histoldgicas e morfométricas em coracao, rim e figado
de camundongos C57BI6 resultantes da administracdo crbnica de

dieta rica em gordura.

5.2 Materiais e métodos

5.2.1 Animais

Foram utilizados para o estudo camundongos, machos,
adultos jovens, da linhagem C57BL, com peso variando entre 20 a
25g, oriundos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB da UFMG.
Todos o0s procedimentos seguiram Lei Federal 6.638 e as
orientacbes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais.

5.2.2 Protocolo experimental
Os animais foram mantidos em gaiolas individuais por um
periodo de sete dias para aclimatacdo. Durante a fase de

aclimatacao, foi oferecida dieta comercial e agua “ad libitum". Os
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animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas e controle
de temperatura e umidade, entre 22-24°C. Apos este periodo de
aclimatagdo, os animais foram randomizados em dois grupos:
animais que receberam dieta convencional (grupo controle, n=10) e
animais que receberam dieta rica em gordura (grupo obeso, n=20).
No grupo obeso, foi incluido um maior niumero de animais devido a
possibilidade de alguns animais desta linhagem apresentar
resisténcia ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta
(obesos resistentes) (9, 11). A dieta rica em gordura foi preparada a
partir do acréscimo de gordura vegetal hidrogenada a dieta
comercial que originalmente apresenta em sua composicao 6% de
gordura (Nuvital®). A dieta modificada passou a apresentar teor de
gordura de 30%, cuja preparacgéao foi realizada conforme descrito em
estudos prévios(19). Os animais do grupo controle receberam a
dieta padréo (Nuvital®). A dieta foi trocada a cada dois dias para
evitar a degradacdo da mesma. Os animais foram pesados

semanalmente para avaliagdo do ganho de peso.

5.2.3 Eutanésia e retirada dos 6rgéos

Ap6s 10 semanas de exposicdo a dieta, os animais foram
sacrificados apoés injeca@o intraperitoneal de Cetamina (60-80mg/Kg)
e Xylazina (8 a 15 mg/kg). Foram coletadas amostras de sangue e
retirados figado, coracgdo, rins e gordura peritoneal. Estes 6rgaos
foram pesados e colocados em solucdo de formol a 10% para

posterior andlise histolégica e morfométrica.
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5.2.4 Coleta de amostras sanguineas

Durante a eutanasia do animal, ao ser aberta a cavidade
abdominal, foi coletada amostra sanguinea da veia cava inferior,
sendo o sangue colocado em tubo contendo citrato e acondicionado
em gelo seco. Apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 800g e o
plasma resultante foi pipetado, acondicionado em tubos estéreis e
armazenado em freezer a -30°C. A seguir, foi realizada dosagem de
colesterol total, triglicérides e creatinina nos grupos controle e obeso.
As dosagens bioquimicas foram processadas por técnicas

colorimétricas convencionais.

5.2.5 Histologia e Morfometria

Os tecidos foram corados pela hematoxilina e eosina e
avaliados por histologia convencional e morfometria. As imagens
obtidas no Microscépio Olimpkus BX51 foram capturadas em
formato TIFF (1280x1024 pixels) pelo programa computacional Q-
capture e analisadas pelo programa Image J(20). Foram medidos
cardiomiécitos, em média 100 células por animal, e glomérulos
renais, em média 30 glomérulos por animal. Uma escala de 50 um
foi capturada em 680x512 pixels, sendo realizada a conversédo de
todas as imagens para este tamanho. Os cardiomiocitos foram
medidos através do didmetro da célula atravessando o seu nucleo e

os glomérulos medidos no didmetro da capsula de Bowman.
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5.2.6 Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo programa
computacional GraphPad Prism Versdo 5.0. Os dados foram
expressos como médias e desvio padrdo. A comparacao das médias
entre os dois grupos foi feita através do teste T de Student. As
medidas variadas dos cardiomiécitos e dos glomérulos foram
analisadas em sua uniformidade pela correlacdo de Pearson. Para
as medidas repetidas dos glomérulos e cardiomidcitos, comparando
0s grupos controle e obeso, foi usada a analise de variancia seguida
pelo pés teste de Student Newmman-Keuls. Valores de significancia

foram considerados quando P< 0,05

5.3- Resultados

5.3.1- Peso corporal

Ao final das 10 semanas do experimento, o peso corporal foi
significativamente maior no grupo que consumiu a dieta com alto
teor de gordura, comparado ao grupo controle, que recebeu dieta
convencional, conforme mostrado na Figura 1 e na tabela 1
(P<0,05). Entretanto, foi verificado que 6 (30%) dentre os 20
animais expostos a dieta ndo apresentaram aumento do ganho de
peso em relacdo ao grupo controle, sendo considerados resistentes
a inducdo de obesidade. Quando esses 6 animais séo excluidos da
analise, a comparacdo entre 0 ganho de peso dos dois grupos
(obesos-sensiveis e controle) mostrou diferenca bem mais
pronunciada (P<0,0001).
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Os camundongos C57BL/6 expostos a dieta com alto teor de
gordura aceleraram o ganho de peso em relagc&o ao grupo controle a

partir da terceira semana do uso da dieta (Figura 1).

Peso dos animais controle e obeso
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Figura 1 — Evolucéo do peso corporal dos animais expostos a dieta
com alto teor de gordura (grupo obeso) e dos animais que
receberam dieta convencional (grupos controle). Valores exibidos
em médias. P<0,05 para a comparacdo entre as duas curvas

(ANOVA para medidas repetidas)
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Tabela 1 — Comparacéo do peso corporal inicial e final, do ganho de

peso e do peso dos 6rgdos em animais expostos a dieta com alto

teor de gordura (grupo obeso) e animais que receberam dieta

convencional (grupo controle)

Peso () Grupo obeso  Grupo controle  Valor dep
(n=20) (n=10)
Inicial 20,8 +1,81 19,8+241 0,212
Final 27,1+ 2,09 22,9 + 3,52 0,003
Ganho de peso 7,7+0,28 3,1+1,47 0,001
Coracéo 0,29 £ 0,06 0,28 £ 0,08 0,032
Figado 1,71 +0,29 1,35+0,19 0,020
Rim direito 0,32 £ 0,08 0,25 £ 0,06 0,018
Rim esquerdo 0,28 + 0,06 0,26 + 0,06 0,363
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Tabela 2 — Comparacéo do peso corporal inicial e final, do ganho de
peso e do peso dos 6rgaos em animais que aumentaram 0 peso em
resposta a dieta com alto teor de gordura (obesos sensiveis) e

animais que receberam dieta convencional (grupo controle)

Peso (g) Obesos Grupo controle Valor dep
sensiveis (n=14) (n=10)
Inicial 21,2+1,82 19,8+241 0,105
Final 28,4 £1,43 22,9 £ 3,52 0,001
Ganho de peso 7,1+0,41 3,1+£1,47 0,001
Coragao 0,31+0,01 0,28 + 0,08 0,025
Figado 1,72 £ 0,06 1,35+0,19 0,004
Rim direito 0,35+0,01 0,25 + 0,06 0,003
Rim esquerdo 0,30+ 0,01 0,26 + 0,06 0,101

5.3.2 Gordura abdominal

Apéds abertura da cavidade abdominal dos animais do grupo obeso,
foi detectada grande quantidade de gordura que se estendia da
bexiga até a gordura epididimal. Nos animais do grupo controle, nao
foi observado nenhum acumulo de tecido gorduroso na cavidade

abdominal.

5.3.3 Peso dos 6rgéaos

As tabelas 1 e 2 mostram a comparacao entre 0 peso dos Orgaos
dos animais expostos a dieta com alto teor (grupo obesos) de
gordura e dos animais que receberam dieta convencional (grupo
controle). As médias de peso do figado e do coracdo foram
significativamente maiores no grupo obeso em relacdo ao grupo

controle (tabelas 1 e 2). Em relagcdo ao peso dos rins, 0 grupo obeso
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apresentou diferenca significativa no peso do rim direito em relacéo
ao grupo controle, porém ndo houve diferenca no peso do rim

esquerdo na comparacgéo dos grupos (tabelas 1 e 2).

5.3.4 Dados bioquimicos

Conforme mostrado na tabela 3, as determinacdes das
concentracBes sanguineas de colesterol, triglicérides e creatinina,
ndo apresentaram diferencas significativas entre o grupo obeso e

controle (teste T de Student).

Tabela 3 - Comparacdo das concentracdes sanguineas de
colesterol, triglicérides e creatinina em animais expostos a dieta com
alto teor de gordura (grupo obeso) e animais que receberam dieta

convencional (grupo controle)

Parametro Grupo obeso Grupo controle Valor de
laboratorial (n=20) (n=10) p
Colesterol (mg/dl) 92,4 + 28,6 95,4 + 18,7 0,062
Triglicérides (mg/dl) 71,1+42,1 73,5+ 10,3 0,107

Creatinina (mg/dl) 0,89 £ 0,26 0,76 £ 0,20 0,332
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5.3.5 Histologia do cora¢&o e morfometria dos cardiomiocitos

A andlise histolégica do coragdo (ventriculo esquerdo) ndo detectou
alteracbes estruturais significativas nos dois grupos experimentais,
como pode ser verificado na figura 2. Observou-se apenas um
aumento aparente das dimens@es dos cardiomiécitos no grupo
obeso em relagdo ao grupo controle, que foi confirmado pela analise

morfométrica.

>

Figura 2- Microfotografias representativas da histologia do tecido
cardiaco no grupo obeso (painel 1) e no grupo controle (painel 2).
Nao foram detectadas alteracbes estruturais nos dois grupos. Foi
observado aumento aparente dos cardiomiécitos no grupo obeso em

relacao ao grupo controle (aumento de 40x).
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O didmetro dos cardiomiécitos foi expresso em um e refere-se a
média das medidas de 100 cardiomidcitos por animal. Os valores
médios detectados no grupo obesos foram maiores em comparacao
ao grupo controle (17,49 + 2,13 versus 8,63 £ 1,25 pum, p<0.05),
como mostrado na figura 3.
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Figura 3- Comparacdo entre os valores médios do diametro dos
cardiomidcitos no grupo obeso e no grupo controle.
*** n<0,0001
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5. 3.6 Histologia dos rins e morfometria dos glomérulos
A andlise histolégica do tecido renal ndo detectou alteragcbes
estruturais significativas nos dois grupos experimentais, como pode
ser verificado na figura 4. Observou-se apenas um aumento
aparente das dimensdes dos glomérulos no grupo obeso em relacao
ao grupo controle, que foi confirmado pela andlise morfométrica.

K Z }}.,;‘ 3 7 \’,«x% VI ;

Figura 4- Microfotografias representativas da histologia do tecido
renal no grupo obeso (painel 1) e no grupo controle (painel 2). Nao
foram detectadas alteragbes estruturais nos dois grupos. Foi
observado aumento aparente dos glomérulos no grupo obeso em
relacdo ao grupo controle (aumento de 40x).
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O diémetro dos glomérulos também foi expresso em pm e se referiu
a média das medidas de X glomérulos por animal. Conforme
mostrado na figura 5, 0 grupo obeso apresentou valores
significativamente maiores em relacdo ao grupo controle (66,55 *
10,90 versus 32,70 + 4,15 um, p<0.001).
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Figura 5. Comparacdo entre os valores médios do diametro dos
glomérulos no grupo obeso e no grupo controle.
***p<0,001
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5. 3.7 Histologia do figado

O tecido hepético dos animais obesos apresentou sinais de
degeneracdo hidropica e discreto infiltrado inflamatério (figura 6,
painel 1). N&o foi detectada nenhuma alteracdo histologica no

figado dos animais do grupo controle (figura 6, painel 2).

Figura 6 - Microfotografias representativas da histologia do tecido
hepatico no grupo obeso (painel 1) e no grupo controle (painel 2). O
tecido hepético dos animais obesos mostrou sinais de degeneracéo
hidropica (setas) e discreto infiltrado inflamatoério (painel 1). N&o
foram detectadas alteragBes estruturais no tecido hepético dos

animais do grupo controle (aumento de 40x).
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5.4 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o camundongo C57BL/6,
apés exposicdo a dieta com alto teor de gordura (30%) por 10
semanas, desenvolveu fenétipo de obesidade associado a
degeneracdo hidrépica no figado e aumento das dimensdes de
cardiomiécitos e de glomérulos. Tais alteracbes estruturais
poderiam preceder disfungcbes orgénicas e co-morbidades
relacionadas a obesidade.

O fenotipo de obesidade nos animais expostos a dieta com
alto teor de gordura foi caracterizado pelo ganho progressivo e
acelerado de peso, presenca de gordura intra-abdominal e aumento
do peso de 6rgdos como coracao, figado e rim D em comparacéo
com animais que receberam dieta convencional pelo mesmo
periodo. Nossos achados foram consistentes com estudos prévios
gue também mostraram que camundongos da linhagem C57BL/6
podem acelerar 0 ganho de peso em reposta ao aumento do teor de
lipides e de calorias da dieta (11, 13-14, 18-19, 21). A exposicao de
camundongos C57BL/6 a dietas com composicdo modificada tem
sido utilizada como modelo experimental de obesidade e de
sindrome metabdlica por se assemelhar ao desenvolvimento da
obesidade humana (4, 14). Além disso, alguns autores tém mostrado
gue os camundongos C57BL/6 apresentam resposta variavel a
exposicao dietética, podendo um percentual variavel de animais
apresentar resisténcia ao desenvolvimento de obesidade (11).De
acordo com este dado da literatura, em nosso estudo 6 dentre 20
animais expostos a dieta modificada exibiram comportamento
semelhante ao grupo controle em relacdo ao ganho de peso, ou
seja, foram considerados obesos-resistentes.
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Em relagdo aos pardmetros bioquimicos, ndo foi detectada
dislipidemia e nem elevagédo significativa da creatinina no grupo
exposto a dieta com 30% de gordura. De fato, os modelos
experimentais de sindrome metabdlica tém utilizado dietas com teor
de gordura de 60% (4, 18). Outra possivel explicacdo para a
auséncia de alteracdes bioquimicas pode ser o periodo de tempo de
exposicdo a dieta, que, no presente estudo, foi de apenas 10
semanas. Foi verificado previamente que os niveis de leptina dos
camundongos C57BL/6 se elevaram ap6s 30 semanas de exposicao
a dieta modificada em comparacdo ao grupo controle que recebeu
dieta convencional (14). Em outras palavras, pode-se inferir que
para o desenvolvimento de alteracbes bioquimicas relacionadas a
obesidade talvez seja necessario utilizar dieta com teor de gordura
mais alto por tempo mais prolongado.

Apesar da auséncia de dislipidemia, os animais do grupo
obeso apresentaram aumento consideravel do didmetro dos
cardiomiécitos em comparagdo ao grupo controle. O aumento de
peso do coragdo e o maior didmetro dos cardiomidcitos indicam
hipertrofia cardiaca, que tem sido considerada a primeira
manifestacdo de remodelamento cardiaco associado ao ganho
excessivo de peso (11). Estudos prévios com camundongos
C57BL/6 também mostraram que a obesidade induzida
experimentamente leva a hipertrofia dos cardiomidcitos,
representada pelo aumento na area de secc¢ao do cardiomiécito (19).
A utilizacdo de outros modelos animais de obesidade, como o rato
obeso Zucker, evidenciou o papel da lipotoxicidade na disfuncéo
cardiaca (12). O rato obeso Zucker apresenta infiltragcdo de gordura
no tecido miocardico que pode leva a apoptose das células
cardiacas e reducéo da funcao contratil miocardica (12). Por outro

lado, no presente estudo e em outros modelos experimentais de
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obesidade induzida por dieta ndo foram detectadas infiltrac&do
gordurosa do miocardio nem apoptose dos cardiomiécitos (22). De
fato, os estudos sugerem que, na obesidade induzida por dieta, a
apoptose nao exerca um papel significativo na disfuncdo cardiaca
(22).

De forma similar ao tecido cardiaco, o tecido renal dos
animais obesos apresentou aumento significativo do didmetro dos
glomérulos no grupo obeso em relagdo ao grupo controle. A
hipertrofia glomerular, contudo, ndo se acompanhou de outras
alteracOes histoldgicas renais. Outros estudos mostraram, além de
hipertrofia glomerular, o desenvolvimento de glomerulosclerose,
aumento da matriz mesangial e aumento da capsula de Bowman em
camundongos obesos (13-14, 23). Além disso, a creatinina sérica
dos animais obesos do presente estudo foi estatisticamente
semelhante a creatinina sérica dos animais do grupo controle.
Estudos prévios também mostraram que as alteracbes da funcao
renal podem néo ser detectaveis mesmo apds periodos prolongados
(até 40 semanas) de exposi¢do a dieta com alto teor de gordura em
camundongos C57BL/6 (14).

Na histologia hepética foi observada degeneracado hidropica
sem sinais inflamatérios importantes. A presenca de alteracdes
discretas do tecido hepatico pode ser atribuida ao teor ndo tao
elevado de gordura da dieta e ao curto periodo de exposicdo. Em
outros estudos que usaram dieta com teores mais altos de gordura
(60%) por periodo de 40 semanas foi possivel detectar infiltracao
mononuclear ao lado de focos esparsos de necrose de hepatdcito,
hiperplasia das células biliares e deposicdo de colageno entre os
hepatécitos.  Além disso, foi observada microvacuolizacdo dos

hepatécitos, indicando resposta a lesdo hepatocelular (14, 18, 24).
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Concluindo, a obesidade pode ser facilmente induzida em
camundongos C57BL/6 por meio de modificagbes simples na
composicdo da dieta. O tempo de exposi¢cdo parece ser uma
varidvel importante para o desenvolvimento de alteracdes
histopatoldgicas e funcionais associadas a obesidade. Por outro
lado, nossos achados sugerem que a degeneragdo hidrépica do
figado e a hipertrofia dos cardiomidcitos e dos glomérulos renais
poderiam ser eventos precoces nha etiopatogénese da disfuncéo

organica relacionada a obesidade.
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5.5 CONSIDERACOES FINAIS

A organiza¢do mundial de saude estima que em poucos anos
algumas doencas crdnicas (aterosclerose, hipertenséo, diabetes)
sejam a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo(1). O
papel da dieta nestas doencgas € bem estabelecido, principalmente o
consumo de alimento com alto teor de gorduras saturadas, o que
além de levar ao aparecimento da obesidade agrava a evolugao das
doencas cronicas (2). Normalmente estas doencas sdo de
progresséao lenta, ocorrendo gradualmente. O Camundongo C57BL/6
desenvolve obesidade, hiperglicemia e resisténcia a insulina também
de forma gradual como nas doencas humanas(3). Este camundongo
desenvolve uma seletiva deposicdo de gordura no mesentério,
sendo este um achado consistente, pois a obesidade abdominal é
fator de risco de desenvolvimento de diabetes em humanos (4). Este
animal tem uma eficiéncia dietética, pois ganha muito peso por
caloria consumida. A adiposidade central que desenvolve o C57BL/6
€ acompanhada de anormalidades metabdlicas tais como
hiperglicemia que se desenvolve dentro de um més da introducao de
dietas com alto teor de gordura. Apds 16 semanas estes animais
desenvolvem hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos resultando em
animais com massa gorda de 93%(3, 5). O fenétipo de diabetes é
evidente nestes animais tardiamente, apdés um més de ingestao de
dieta com gordura em torno de 40 a 60 %.

O C57BL/6 é uma linhagem bem conhecida, derivada do
C57BL que foi definido por C.C Little em 1920 e tem sido
amplamente usado, sendo uma mutacdo por geragéo espontanea e
induzida. Dessa linhagem ainda foram desenvolvidas duas
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sublinhagens C57BL/6J e o C57BL/6N, através de dele¢do dos
exons 7-11 no nucleotiteo nicotinamida transhidrogenase (Nnt)(6).

Pudemos observar neste estudo que o C57BL/6 é um
camundongo bem empregado para criagdo de modelos de
obesidade, respondendo bem a dieta de alto teor de gordura por
somente 10 semanas. Estudos futuros devem levar em conta o
aumento do teor de gordura na dieta e o prolongamento desta dieta
por mais semanas para que seja evidenciado o desenvolvimento de
alteracdes fenotipicas mais importantes.

Vale ressaltar que apresentamos limitacdes neste estudo por
dificuldades de obter um maior nimero de exemplares destes
animais e compararmos os efeitos de varios niveis de gordura na
dieta além da possibilidade de avaliarmos os efeitos em tempos
diferentes o que modificaria o fenétipo destes animais, como visto
em outros estudos(7).

Seis animais foram considerados obesos resistentes dos 20
do grupo experimental. E conhecido que certa fragdo de animais
expostos a dieta de alto teor de gordura ndo se tornardo obesos
sendo conhecidos como obesos resistentes. Os obesos suscetiveis
séo hiperfagicos e possivelmente tem uma resisténcia central a acao
da insulina, além de uma reducdo da expressdo hipotalamica de
peptideos anorexigenos(8) .

Ainda assim pudemos observar alteracdes histolégicas e
morfométricas neste modelo de 10 semanas com teor de gordura na
dieta de 30%. Encontramos aumento no didmetro glomerular no
grupo de alto teor de gordura comparado ao controle. Estudos tem
demonstrado glomerurolopatia e glomeruesclerose em modelos com
alto teor de gordura na dieta (7, 9). Mas ainda é necessério se
aprofundar nos mecanismos que leva a disfungcdo renal na

obesidade.
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A obesidade estad relacionada a mudangas no coracdo de
humanos e nos modelos de obesidade. (10) Estas mudancgas sdo
hipertrofia da parede do ventriculo esquerdo, disfuncdo diastdlica e
hipertrofia atrial esquerda(10). Além disso, € conhecido que a
hipertrofia cardiaca é fator preditivo para mortalidade e morbidade
cardiovascular(11).

Um importante fendbmeno patoldgico associado a obesidade é
a morte de cardiomiécitos, que ocorre por necrose € uma
incontrolavel desintegracdo da célula através da ruptura da
membrana plasmatica, levando a cardiomiopatia e remodelagem
miocardica(12).

No presente estudo pudemos observar a resposta de
hipertrofia dos cardiomiécitos precocemente nos animais obesos
estudados ja que o experimento durou 10 semanas de uso da dieta
de alto teor de gordura.

A infiltragcdo do figado por gordura ou também chamada
esteatose ndo-alcodlica, é a maior forma de doenga crbnica em
adultos e criancas. Isto € uma consequéncia da obesidade
epidémica e pode progredir para esteatohepatite ndo-alcodlica que é
caracterizada na qual é caracterizada por esteatose, inflamacgédo e
fibrose progressiva(13).

Em estudos com dietas em torno de 60% de gordura estas
alteracbes hepdticas descritas acima foram encontradas apos 16
semanas de uso da dieta(13). No nosso estudo ndo conseguimos
chegar a fase de esteatose possivelmente pelo periodo de 10
semanas de uso da dieta e pelo fato de usarmos uma dieta com
30% de gordura .

Ainda h& um longo caminho para se entender os efeitos do
ambiente na obesidade. Sem duvida os modelos animais que ja

contribuiram grandemente para este fato, ainda serdo necessarios
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para o entendimento em relacdo aos tipos de dietas e o

comportamento do organismo frente as mesmas.
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