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RESUMO

Introducdo: A obesidade & considerada atualmente uma doenca inflamatdria
cronica de baixo grau que incide em grande parcela da populagdo mundial sendo
hoje considerada uma pandemia. Apesar de estudos, alguns aspectos sobre a
doencga ainda faltam ser elucidados, como, por exemplo, a sua instalagdo. Dessa
forma, o presente trabalho tem como objetivo estudar a génese e 0 desenvolvimento
da obesidade em animais submetidos a lesao hipotalamica através do MSG.
Métodos: Para este estudo foram utilizados filhotes de ratas Wistar (WKY)
gestantes provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito
Santo. A obesidade foi induzida nos animais por administracdo subcutanea de uma
solugéo de MSG na concentracéo de 4 mg/g (SC) durante a fase neonatal dos ratos
(2°a 11°dia de vida). Outro grupo foi submetido a injecbes diarias de uma solugéo
de salina hipertonica (1,25 %). Aos 21 dias de vida, os animais foram desmamados,
separados em grupos e foi introduzida ragdo ad libitum. Apos a decaptagao, 0s
seguintes TABs foram isolados e coletados: Parietal ou Extra-peritoneal, Peri-
gonadal (epididimal e parametrial), Omental, Peri-renal e Retro-peritoneal.
Resultados: Fémeas do grupo controle apresentaram PC menor que 0S machos a
partr da 7% semana, enguanto no MSG apenas na 102 e 122 semanas. Comprimento
naso-anal as fémeas apresentaram valores significativamente menores em relacao
aos machos a partir da 72 semana. TAB visceral maiores nas fémeas grupo controle
na 728, 92, 102 e 122 semanas em relacdo aos machos obteve *p<0,05 e **n<0,01. No
grupo MSG, as féemeas apresentaram valores maiores a partir da 8% semana *p<0,05
e **p<0,01. Conclusao: Os ratos fémeas apresentam significativamente mais Tecido
Adiposo Branco (TAB) visceral que os ratos machos no grupo controle e MSG. O
mesmo n3o foi observado para o TAB extra-visceral.

Palavras-Chaves: Obesidade. MSG. Tecido Adiposo Branco. Mobilidade de
Gordura. Inflamagéo.
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1 INTRODUGAO

Obesidade e sobrepeso, definidos pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), séo
o acumulo anormal ou excessivo de gordura que podem promover danos a saude’.
O método clinico preditor de obesidade adotado internacionalmente por esse Orgéo
& chamado de indice de Massa Corporal (IMC), o qual &€ um método simples para se
obter uma classificagdo genérica da populagdo acima do peso corporal, sendo
considerado um instrumento de avaliagdo populacional, por nao ser especifico para
avaliacdo do indice de adiposidade. O IMC & obtido através do calculo do peso do

individuo em quilogramas dividido pelo quadrado da sua altura em metros (kg/m?).

TABELA1 - Classificagéo cla obesidade de acordo com & Sociedade Brasileira de

Endocrinologia € Metabol_ogia
IMC / Pontos de Classificagdo Risco de Comorbilidade
corte
<18,5 Baixo peso Baixo
18,5-24,9 Peso normal Baixo
25-29,9 Pré-obeso Aumentado
30-34,9 Obesidade de Classe 1 Moderado
35-39,9 Obesidade de Classe 2 Grave
>= 40 Obesidade de Classe 3 Muito Grave

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em pesquisa
realizada entre 0s anos de 2008 e 2009 no Brasil, encontram-se em estado de

obesidade 12,5% dos homens € 16,9% das mulheres com mais de 20 anos’.

A obesidade é considerada atualmente uma doenga inflamatoria crénica de baixo
grau que incide em grande parcela da populagao mundial sendo hoje considerada
uma pandemia que acomete mais de 300 milhoes de adultos pelo mundo®. E uma
doenga que provoca e/ou acelera o desenvolvimento de muitas outras doencas que
no cémputo geral abrevia precocemente a vida do individuo. No total desses
pacientes adultos, em torno de 80% tem pelo menos uma comorbidade associada a
obesidade, enquanto 40% tém duas ou mais comorbidades, destacando entre elas:

diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, hipertensao arterial sistémica (doenca
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cardiovascular), sendo no conjunto conhecidas como Sindrome Metabdlica ou

Tétrade da Morte de Kaplan, além de determinadas formas de cancer’®.

Contudo, pesquisas em obesidade tém despertado o interesse de varios
pesquisadores, principalmente em relagéo a reversdo da doenca instalada. Poucos
estudos tém sido voltados para o entendimento da génese e instalagao temporal
dessa doencga, o que constitui em um dos principais propositos do presente estudo.
A compreens@o dos mecanismos fisiologicos da sua instalag@o pode ser a chave
para a sua prevengao ou mesmo para descoberta de novas estratégias terapéuticas
e até mesmo a descoberta de novos farmacos anti-obesidade. Estudos recentes
sobre o tecido adiposo tém revelado informagdes antes inimaginaveis sobre o seu

importante papel fisiologico na homeostase metabolica do organismo.

O tecido adiposo branco (TAB) € a principal forma de estoque de energia na forma
de lipidios e o TAB de diferentes regides anatdmicas tem sido relacionado com a
regulacdo de uma vasta gama de parametros metabélicos. A obesidade abdominal
com excessivo tecido adiposo subcutaneo e intra-abdominal esta relacionada ao
aumento da resisténcia de insulina em humanos. A provavel explicagéo para o fato,
é que o TAB intra-abdominal possui um efeito adverso na homeostase da glicose, 0

que, em humanos, & confirmado em diversos estudos’®%"°.

Ja é sabido que o TAB € um importante 6rgao endécrino produtor e secretor de
inimeros peptideos € proteinas  bioativas, denominadas adipocinas ou
adipocitocinas, tais como: angiotensinogénio, leptina, adiponectina, interleucina-6
(IL-6), inibidor 1 da ativacado de plasminogénio (PAI-1), proteina ligadora de retinol-4
(RBP4), fator de necrose tumoral-a (TNF-a), resistina entre outros. Essas
adipocinas, de certa forma, atuam promovendo um equilibrio entre protecdo e
agressao de 6rgaos-alvo. A adiponectina, por exemplo, exerce efeitos benéficos
sobre o balango energetico, sensibilidade insulinica e protec@o vascular com potente
agao anti-aterogénica. Em contrapartida, com a instalagao da obesidade, existe um
incremento da produgdo de algumas destas adipocinas, desencadeando inumeras
disfungdes metabdlicas, como as citadas no paragrafo anterior. Dentre oS

responsaveis por essas disfuncdes pode-se ressaltar o angiotensinogénio, que esta
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relacionado a hipertensdo arterial, 0 PAI-1, relacionado ao prejuizo da fibrindlise, a o

TNF-a, IL-6 e resistina relacionados a resisténcia a insulina'".

Mediados pelos niveis de glicocorticéides séricos, tem sido mostrado uma maior
expresséo génica para a producéo de angiotensinogénio nos adipocitos do TAB e
nos hepatocitos'?. Essa expressdo se manifesta da mesma forma no tecido
gorduroso visceral e subcutaneo. E bem conhecido que O substrato
angiotensinogénio participa de uma cascata de reacgoes enzimaticas, sendo
inicialmente clivado pela renina em angiotensina |, que por sua vez é catalisada pela
enzima conversora da angiotensina (ECA), obtendo-se a angiotensina Il (All), o mais
potente agente hipertensor de agao sistémica. Esse produto final, i.e, a All, garante
a estimulagéo da produgao de prostaciclina (PGly), o qual estimula a diferenciagao
de pré-adipdcitos em adipocitos e, além disso, aumenta a lipogénese e o estoque de

triglicerideos nessas células 15k

A adiponectina, por sua vez, é uma proteina secretante colageno-simile, expressada
abundante e especificamente no TAB, com predominio no sitio visceral. Possui uma
relacdo negativa com O IMC e a area de gordura visceral abdominal. Ou seja, guanto
maior o IMC, menor 0S niveis de adiponectina serica. Em contrapartida, a
adiponectina nao promove esse mMesmo efeito com a gordura subcutanea
abdominal. Além desta funcdo, apresenta atividade angiogénica, anti-aterogénica,
mediada através da inibigdo da adesdo de monocitos ao endotélio, e inibicdo da
transformacgao de macrofagos em células espumosas (foam-cells), participando da
homeostase dos lipidios e da glicose no organismo. Isso porque, potencializa a agao
da insulina em nivel hepatico e reduz a produgéo da glicose pelos hepatocitos. Vale
ressaltar, que promove a oxidacdo das gorduras, a partir da redugao dos niveis de
triglicerideos nos sitios hepaticos e musculares. Por fim, aumenta a vasodilatagao
endotélio-dependente € independente, reduzindo a expressdo do TNF-o. e, por

conseguinte, sua agéo inflamatoria no endotélio "*'°.

O TNF-o € expresso nos adipocitos e ausente nos pré-adipécitos. A sua dosagem
em pacientes com IMC elevado correlaciona-se positivamente com 2

hiperinsulinemia, que & considerada uma medida indireta da resisténcia a insulina'”
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Por outro lado, essa citocina atua negativamente com a atividade da lipase

lipoprotéica (LPL) no tecido gorduroso, ou seja, causando inibicdo da lipogénese.
Existem ainda indicios de que essa citocina tenha um efeito local, promovendo a
regulagdo do adipécito em virtude do aumento do consumo calorico, funcionando
assim como um “adipostato local”'”'®', ou seja, atuando como um sensor para
regulagdo da producao adipocitaria. Contudo, © "adipostato central” &€ o mais

importante determinante do padréo energético geral do organismo®.

Tem sido descrito atualmente, que este adipostato participa da via metabolico-
energética do sistema do neuropeptideo Y (NPY), ou seja, em um estagio inicial,
neurdnios de primeira ordem no ntcleo arqueado do hipotalamo seriam ativados
pela leptina produzida pelo TAB. Esta por sua vez, induz a expressao da pré-opio-
melanocortina (POMC), que € um pré-hormonio. Esse precursor hormonal, ao sofrer
acéo das pro-hormonios convertases, gera, como produtos finais, as seguintes
moléculas bioativas: corticotrofina (ACTH), beta-endorfinas e melanocortinas [MSH
(L, beta e gama)|?'?2#324%°, Os receptores de melanocortina 3 (MCR3) e o 4
(MCR4), expressos no SNC, estdo relacionados com O controle do peso corporal no
individuo, sendo o MCR3, localizado no ntcleo arqueado, correlaciona-se com O
gasto energético e O MCR4, localizado em neurdnios de segunda ordem,
correlaciona-se com a ingestao alimentar?"?2. Entretanto, questionamos 0 papel
Gnico do “adipostato central” na génese € perpetuagdo da obesidade. Ou seja, n@o
seria ele um amplificador da doenga a partir de substancias produzidas pelo proprio
tecido adiposo, tal como o TNF-o (“adipostato local”) e leptina? Seria uma quebra de

paradigma.

A leptina (do grego leptos = magro) € um hormonio peptidico de 167 aminoacidos,
que possui estrutura semelhante as citocinas do tipo interleucina 2 (IL-2). E
produzida principalmente no tecido adiposo e constitui-se num mecanismo de
sinalizacdo direta para o Sistema Nervoso Central (SNC)za. gerando informacoes
sobre o tamanho das reservas de gordura. Fisiologicamente, 0 aumento dos niveis
circulantes da leptina leva a reducdo da ingestao alimentar e aumento do gasto
calorico?'. Essas respostas induzidas pela leptina s&o devido ao seu efeito dual ao

nivel do nucleo arqueado do hipotalamo, ou seja, promove a inibicdo da expressao
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de neuropeptideos orexigenos (NPY e proteina relacionada a agolti -AgRP) e

aumento da expressdo de neuropeptideos anorexigenos (POMC e o transcrito
regulado pela cocaina e anfetamina - CART), sendo que o efeito anorexigénico do
POMC é devido & agao do seu metabolito a-MSH?2'222324 Para visualizar essas vias

orexigenas e anorexigenas € a expressdo de seus neuropeptideos, vide Figura 1 e
Figura 2 no Anexo A.

Entretanto, a populagéo obesa apresenta niveis circulantes de leptina elevados, 0
que sugere uma resisténcia organica aos seus efeitos anorexigénicosﬂ. Isto deixa
transparecer que em humanos, possivelmente ocorra uma falha no mecanismo de
ativacdo do receptor da leptina pelo seu ligante especifico”’. Um possivel defeito no
transportador desse horm®nio-chave para o SNC na obesidade foi sugerido a partir
de estudos seriados da relagao liquor/sangue em individuos obesos, porém a
etiologia dessa alteragao ndo esta bem elucidada®'. Por outro lado, uma discreta
reducdo na secrecao de leptina pelo TAB seria identificada pelo "adipostato central"
promovendo, dessa forma, um aumento da massa adipocitaria, que teria como
intuito restabelecer os niveis de leptina. Dessa forma, esse hormonio atua como um
regulador fisiologico do set point do "adipostato central”. 1ss0 reforca a hipotese da
existéncia de um eixo adipc‘;cito—éntero—gastro—cerebra! envolvida na génese €

perpetuagéo da obesidade.

A IL-6, outro mediador pré-inflamatério, no tecido adiposo, tem sua atividade
proporcional a massa de gordura do individuo®. A sua produggo é induzida pelo
TNE-, ocorrendo em maior quantidade nos sitios de adipocitos omentais, em
detrimento dos adipocitos subcutaneos. Dentre as agoes desencadeadas pela IL-6,
pode-se citar a reducdo da atividade da LPL. Em conjunto com O TNF-7,
desencadeia maior fluxo de acidos graxos para O figado, o que € de particular
importancia se levar em consideracdo que esta interleucina, em nivel hepatico,

aumenta a secregao de trigﬁcerideoszg.

Dessa forma, em individuos portadores de obesidade visceral, observa-sé a
presenga constante de hipertrigliceridemia. Além de atuar como um regulador

autécrino efou paracrino da funciao do tecido adiposo, estimula a sintese de
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proteinas de fase aguda1, sendo um gatilho para a exacerbacgdo da fungdo do eixo

hipot'élach—pituité\ric)-adrenals"'31 :

Como acima citado, os esteroides sexuais estao diretamente envolvidos no acumulo,
distribuicdo e metabolismo do tecido adiposoaz. A conversdao de androgénio em
estrogénio ocorre através de uma reagdo enzimatica sediada no tecido adiposo,
denominada aromatizagéo, a qual & mediada pela aromatase P450, estando forte e
positivamente relacionada ao peso corporal (obesidade). Em fungao do processo de
envelhecimento e da obesidade, existe aumento da transcrigéo da aromatase P450
no tecido adiposo subcutaneo e visceral e nas células estromais (pré-adipocitos),
estimulado por niveis elevados de insulina e cortisol 233, A conversdo periférica de
androstenediona em estrona, gera aumento da relagéo estronal/estradiol, associada
a aumento de risco para hiperplasia endometrial e carcinoma horménio-sensivel em

mulheres 32223,

O tecido adiposo, sede do deposito e metabolismo do retinol, sintetiza e secreta a
RBP-4. O significante decréscimo de peso corporal alcangado tanto por dieta,
exercicio fisico aerobico ou pela cirurgia bariatrica, promove redugao do seu nivel
circulante %37, melhorando a sensibilidade da insulina, de maneira muito mais
especifica que adiponectina 36. A mobilizagéo do retinol nos adipocitos parece estar
mais relacionada com a hidrolise de éster de retinol, via adenosina monofosfato
ciclico (AMPc) hormonio sensivel do que em relagéo a produgdo do proprio RBP-4
883940 Conforme demonstrados em estudos recentes, foi detectado que ndo ha
expressdo de RNA mensageiro para RBP-4 no tecido adiposo subcutaneo, sendo
assim, atualmente, essa citocina é considerada um importante marcador de gordura

visceral®”#'*2.

Para o estudo experimental da obesidade, foram desenvolvidos modelos animais

! As proteinas de fase aguda (PFA) séo produzidas principalmente no figado em resposta a qualquer injuria
tecidual, tendo como proposito restaurar a homeostase e remover a causa inicial do desequilibrio. As PFA sao
classificadas como negativas (albumina e transferrina) que sao aquelas que apresentam diminuigao das suas
concentragbes durante a resposta de fase aguda (RFA) e positivas (proteina C-reativa, amiléide sérico A,
haptoglobina, a1-glicoproteina Acida, ceruloplasmina € fibrinogénio) que sao aquelas que aumentam suas
concentragdes na injuria tecidual.
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que desencadeiam essa entidade nosolégica. Sdo conhecidas quatro técnicas: lesao

quimica (glutamato monossodico — MSG) ou eletrolitica do nucleo arqueado e
nucleo ventromedial do hipotalamo, ovariectomia e a introducdo de dieta
hipercalérica (dieta de cafeteria)®®. Existe ainda o modelo genético constituido por

ratos e camundongos knockout para genes reguladores/indutores da obesidade.

O presente estudo utilizou a lesdo quimica pelo MSG para induzir a obesidade em
ratos. A administragdo desse aminoacido excitatoério em ratos recém-nascidos
promove a destruicao dos nticleos arqueado e ventromedial do hipotalamo, gerando
um desequilibrio entre o ganho e o gasto calorico 43 Essa alteragdo central so €
possivel, uma vez que 0S ratos neonatos apresentam a barreira hemato-encefalica
pérvia. As consequéncias metabolicas resultantes das lesdes hipotalamicas ao MSG
ndo sao totalmente conhecidas. Dessa forma, esse modelo experimental constitui-se
em uma importante ferramenta para o estudo indugao e perpetuagao da obesidade,

que s&o alguns dos principais objetivos do presente estudo.

Tem-se obtido com o uso do MSG inumeras mudancas relacionadas com a auséncia
de controle do eixo hipotélamo—hipoﬂsério dose-dependente, promovendo quadros
de normofagia e ou hipofagia, menor produgado de horménio de crescimento (GH),
obesidade, hipoatividade, reducdo do peso ovariano, puberdade tardia, altos niveis
séricos de corticosteroides, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, menor atividade da
proteina 4 translocadora de glicose (GLUT-4), menor atividade do tecido adiposo
marrom e maior deposi¢ao de gordura branca visceral. Ha aumento sérico de leptina
o que, em parte, ¢ responsavel pelo aumento dos niveis de glicocorticoides
secretados pela glandula adrenal em ratos adultos. O MSG desperta a curiosidade
do mundo académico, por conta de ser uma substancia constituinte de diversos
alimentos consumidos diariamente. Dessa forma, estudos tém sido desenvolvidos
para avaliar o grau de interferéncia no organismo dessa substancia quando ingerido

por via oral20,43,44‘
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2 OBJETIVOS .

2.1 OBJETIVO GERAL

« Estudar a génese e o desenvolvimento da obesidade em animais submetidos
a lesdo hipotalamica através do MSG.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desenvolvimento da obesidade em animais submetidos a lesao
hipotalamica através do MSG.

o Avaliar a distribuicdo territorial dos TABs em machos e fémeas controle e
submetidos a lesao hipotalamica através do MSG.

e Avaliar a distribuicdo territorial do TAB abdominal em machos e fémeas
controle e submetidos & lesao hipotalamica através do MSG.

« Avaliar a distribuigdo territorial do TAB visceral em machos e fémeas controle

e submetidos a lesdo hipotalamica através do MSG.
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3 JUSTIFICATIVA

Devido o aumento da obesidade, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises
subdesenvolvidos e sua correlagdo positiva com doengas cardiovasculares
incluindo, nesse contexto, a sindrome metabolica, que tem agéo devastadora na

sobrevida do individuo.



4 MATERIAIS E METODOS %

4.1 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizados filhotes de ratas Wistar (WKY) gestantes
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
animais foram mantidos em caixa de polipropileno, com controle de claro/escuro
(12/12h), com livre acesso a agua e a ragdo balanceada. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com as normas para pesquisa biomeédica
que determinam os cuidados para O USO do animal de laboratério em ensaios
experimentais, como indicado pela Federagéo das Sociedades de Biologia
Experimental. Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA — numero de aprovagdo 31/2011) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

TABELA 2 — Divisdo dos grupos experimentais em tipo de tratamento, Sex0 & semanas de vida

SEMANAS
4 5 6 7 8 9 10 1 12
Grupo CON & | N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=b5
Grupo MSG d |N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5
Grupo CON ¢ | N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5

Grup(:tMSG’::J 1N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5 N=5
CON(Controle) ; MSG (Glutamato Monossodico).

GRUPO

4.3 INDUCAO DO MODELO DE OBESIDADE

A obesidade foi induzida nos animais por administragao subcutanea (SC) de uma
solucao de MSG na concentragéo de 4 mg/g (SC) durante a fase neonatal dos ratos
(2°a 11°dia de vida). Este grupo foi denominado “ GRUPO MSG". Um grupo distinto
de ratos, utilizados como controle, foi submetido a0 mesmo procedimento, porem

com injecdes diarias de uma solugao de salina hipertonica (1,25 %), denominado
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GRUPO SAL". Aos 21 dias de vida, os animais foram desmamados, separados em

grupos e foi introduzida rag&o ad libitum.
4.4 REMOCAO CIRURGICA DOS TECIDOS ADIPOSOS

Apobs a decaptagdo, os seguintes TABs foram isolados e coletados: Parietal (PT) ou

Extra-peritoneal, Peri-gonadal (epididimal — EP- e parametria - PM), Omental (OM),
Peri-renal (PR) e Retro-peritoneal (RP).

Para tanto, os seguintes procedimentos cirargicos foram seguidos:

a) A tricotomia da regiao abdominal anterior e face antero-medial das patas
traseiras (coxas) com maquina de depilagao elétrica (Mallory) foi feita na
véspera, sob anestesia com Halotano (inalatério), quando da

determinacgao do indice de Lee;

b) Ap6s a decapitagao para coleta de sangue, o animal foi fixado na prancha
de procedimento cirurgico em decubito dorsal, com as quatro patas fixadas

com fita adesiva,

c) COLETA DE TAB PARIETAL: Inicialmente foi feito 0 pingamento da prega
cutanea com pinga tipo dente de rato da regido inguinal incisdo com
tesoura no ponto médio da coxa, estendendo até proximo da articulagao
do joelho. A seguir, foi feita a divulséo com tesoura, para descolamento do
TAB parietal, interessando coxa, regido inguinal e peri-gonadal,
bilateralmente. Por fim, foi feito o descolamento da projegdo adiposa nos
flancos até a reflexdo entre abdome ventral e dorso-lombar. Se

necessaria, foi feita a hemostasia dos vasos sangrantes por pingamento.

d) COLETA DE TAB INTRA-ABDOMINAL: Inicialmente foi feita uma abertura
mediana xifo-pubiana. A seguir, foi feito o pingamento do coxim adiposo

peri-gonadal, que nos machos é tracionada para exposicao testicular e
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individualizagdo por planos da gordura peri-epididimal; Nas fémeas foi

tracionado o Gtero e seccionadas as projegdes do TAB parametrial;
e) Foi feita a tragdo do bago € do estdmago, expondo a curvatura maior do
mesmo para realizar a ressecgdo do omento maior;

f) Rebatendo-se lateralmente os intestinos, visualiza-se o rim e sua gordura
peri-renal; tracionado-se 0 rim, expdem-se os limites desta gordura,

facilitando assim o descolamento, individualizagao e resseccao da mesma;

g) ApOs a ressecgao renal, do TAB peri-renal e do TAB supra-renal a gordura
retro-peritoneal € faciimente exposta. Esta foi ressecada desde a regiao
pélvica até abaixo da insergdo do diafragma, bilateralmente. A parede
muscular téraco-abdominal € o limite lateral e a coluna dorsal o limite

medial.

Todos os TABs acima foram devidamente pesados em balanca de precisdo (AND —
GR-200) com seus valores anotados em planilha de dados € armazenados em
frasco de plastico identificados contendo formol em tampao fosfato (PBS: 0,1 M; pH
7.4).

4.5 DETERMINAGAO DO PESO CORPORAL E INDICE DE LEE

Para a determinagdo do indice de Lee, no dia anterior a decaptagdo, os animais
foram anestesiados pela inalagdo com halotano, pesados e tfiveram Seus
comprimentos naso-anais medidos com régua de plastico (centimetros). Para tanto,

foi utilizada balanga eletrénica Filizzola, modelo MF-3.

Y
indice de Lee = massa corporal (g) 1.000

comprimento fodnho-anus (em)
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4.6 CLASSIFICAGAO DOS TABs

4.6.1 Visceral

Os tecidos correspondentes para esse grupo sdo OM, PR. PM/EP.
4.6.2 Extra- visceral

Os tecidos correspondentes para esse grupo sao PT e RP.

4.6.3 Intra-abdominal

Os tecidos correspondentes sé&o OM, PR. PM/EP e RP.

4.6.4 Extra-abdominal

O tecido correspondente € o PT.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como Média + EPM. A anélise estatistica foi realizada
através do método de Andlise de Variancia (ANOVA) de duas vias com pos hoc de
Fischer LSD. As significancias estatisticas foram fixadas em p<0,05.



5 RESULTADOS -

Femeas do grupo controle apresentaram um PC menor em relacdo aos machos a
partir da 72 semana. No grupo MSG, as fémeas foram observadas apenas na 10% e
122 semana. Machos do grupo MSG apresentaram valores significativamente

menores que O grupo controle a partir da 7% semana . Ja fémeas MSG foram
observadas apenas na 7% e 11° semana

Na figura 1 apresentamos 0s valores de peso corporal dos grupos controle e MSG.
Como podemos observar, as fameas do grupo controle apresentaram um peso
corporal significativamente menor em relagdo aos machos a partir da 7 semana
(figura 1, painel superior). No grupo glutamato, diferencas significativas nas fémeas
foram observadas apenas na 10% e 122 semana (figura 1, painel inferior). Quando
esses dados foram separados por grupo de tratamento, observamos que oS machos
do grupo MSG apresentaram valores significativamente menores que O Qrupo
controle a partir da 72 semana (figura 2, painel superior). Em relacdo as fémeas, as
diferengas no grupo MSG foram observadas apenas na 78 ¢ 112 semana (figura 2,

painel inferior).

Na figura 3 apresentamos OS valores de comprimento naso-anal. Podemos observar
que no grupo controle, as fémeas apresentaram valores significativamente menores
em relagdo aos machos a partir da 7¢ semana (figura 3, painel superior). Em relacao
ao grupo glutamato, as fémeas apresentaram valores significativamente menores
apenas na 10° e 122 semana (figura 3, painel inferior). Na avaliagao por grupo de
tratamento, observamos que 0S machos do grupo MSG apresentaram valores
significativamente menores a partir da 6° semana (figura 4, painel superior),

enquanto que 0 mesmo nao foi observado nas fémeas (figura 4, painel inferior).

Na figura 5 apresentamos 0S valores do indice de Lee. Podemos observar que nao
houveram diferencas significativas entre machos e féemeas do grupo controle (figura

5, painel superior), enquanto que no grupo MSG apenas na 102 semana observou-se
um valor significativamente maior nas fémeas (figura 5, painel inferior). Quando 0s

dados foram avaliados por grupo de tratamento, observamos que nos machos O
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indice de Lee apresenotou-se significativamente maior no grupo MSG a partir da 8°

semana (figura 6, painel superior). Em relagéo as fémeas apenas na 10? semana foi

observda diferenga significativa no grupo MSG em relagéo ao controle (figura 6,
painel inferior).

Nesse estudo, os TABs foram agrupados em intra e extra-abdominais. Os tecidos
omental, perirrenal, gonadal (epididimal/parametrial) e retro-peritoneal foram
considerados intra-abdominal de acordo com a sua posigao topografica. O tecido
parietal, por sua vez, foi considerado extra-abdominal. Na figura 7, apresentamos,
inicialmente, os TABs intra-abdominal. Observamos que nao houveram diferencas
significativas entre machos e fémeas no grupo controle (figura 7, painel superior),
enquanto que no grupo MSG, as fémeas apresentaram valores significativamente
maiores a partir da 9° semana. Quando esses dados foram comparados por grupo
de tratamento, observamos que tanto os machos guanto as fémeas apresentaram
valores significativamente maiores no grupo MSG em relacdo aos seus respectivos
grupos controle a partir da 6% semana (figura 8, painel superior e inferior,

respectivamente).

Em relacdo ao TAB extra-abdominal (Figura 9), observamos alteragdes pontuais no
grupo controle, ou seja, diferengas significativas nas fémeas em relacdo aos machos
foram observadas apenas na 7% e 11% semanas (painel superior), enquanto que no
grupo MSG, as fémeas apresentaram valores significativamente menores gue 0S
machos apenas na 12 semana (painel inferior). A avaliagao por grupo de tratamento
mostrou que ambos os machos e as fémeas do grupo MSG apresentaram valores
maiores que 0 grupo controle, porém 0s machos apresentaram diferenca estatistica
a partir da 5% semana, enquanto que nas fémeas, essas diferengas foram

observadas a partir da 62 semana (Figura 10).

Os TABs também foram agrupados quanto a sua localizagao morfo-funcional como
visceral e extra-visceral. No primeiro foram agrupados os TABs omental, perirrenal e

gonadal. No segundo, 0s TABs parietal e retro-peritoneal. Os resultados mostraram
que no grupo controle, o TAB visceral nas fémeas foi significativamente maior na 72,

92, 102 e 122 semanas em relagao aos machos (Figura 11, painel superior). No grupo
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MSG, as fémeas apresentaram valores significativamente maiores a partir da 82

semana (Figura 11, painel inferior). Na comparagdo por grupo de tratamento, os
machos do grupo MSG apresentaram valores significativamente maiores que o
grupo controle a partir da 8% semana (Figura 12, painel superior), enquanto que nas

fémeas essas diferencas foram observadas a partir da 62 semana (Figura 12, painel
inferior).

Por fim, a avaliagcdo do tecido extra-visceral mostrou que no grupo controle, as
fémeas apresentaram diferengas significativas em relagdo aos machos apenas na 7°
e 112 semanas, enquanto que no grupo MSG nao foram observadas diferencas
significativas (figura 13). Na comparag&o por grupo de tratamento, tanto os machos
quanto as fémeas apresentaram valores significativamente maiores no grupo MSG

em relacdo ao grupo controle a partir da 6* semana (Figura 14).
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6 DISCUSSAO

6.1 PESO CORPORAL E COMPRIMENTO NASO-ANAL

Ao analisar o peso corporal (PC) e o comprimento naso-anal (CNA) dos ratos
controles, foi observado que os machos apresentaram tanto PC quanto CNA
significativamente maiores que as fémeas do mesmo grupo. O mesmo nao ocorreu
quando comparamos os grupos MSG, onde foram observadas apenas diferencas
pontuais entre os géneros. As fémeas obesas tém o PC e o CNA semelhantes aos
dos machos obesos.

Curiosamente, quando confrontados o grupo tratado foi observado que os machos
controle tem o PC e CNA significativamente maiores que os machos obesos. O

mesmo nao foi encontrado entre as fémeas.

Com relagdo somente ao PC, experimentos de Yong-Woon Kim et al (1999)
resultados semelhantes foram encontrados. Em seus estudos, foi relatado que o PC
dos ratos tratados com MSG foi significativamente menor quando comparado com

os respectivos controles entre a 7% e 152 semanas, sem distingao de género.”’

Os resultados encontrados nos machos apés a promogao da toxicidade central pelo
MSG mostraram que os mesmos a partir da 9° semana de vida passaram a
apresentar um PC significativamente inferior ao grupo controle do mesmo sexo.
Embora ndo tenhamos dosado niveis séricos de GH, uma possivel explicagao para
esse fato é que a lesdo do nucleo arqueado provocado pelo MSG gera um quadro
de hipossomatotropismo, tido como alentecimento da produgdo do horménio
liberador do hormdnio do crescimento (GHRH)2 secretado pelos neurdnios desse
nicleo. Por consequéncia, havera também o alentecimento da produgdo/secregao

do GH e do fator de crescimento | semelhante a insulina (IGF-1)*°.

? GHRH, growth hormone-releasing-hormone.
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Dessa forma, em relagdo aos resultados do presente estudo, ratos com niveis

insuficientes de GH poderiam explicar nossos resultados, como por exemplo, um
menor crescimento somatico e o aumento da adiposidade. O tratamento com MSG
gera uma sindrome constituida por perda neuronal, disturbios enddcrino-metabolicos
e alteragbes comportamentais, o que acarreta o atraso do crescimento esquelético e
indugdo de um quadro de obesidade**’. Estudos realizados com ratos knockout,
para o gene produtor do GH, corroboram os dados obtidos no presente estudo, visto
que o acumulo de gordura ocorre de maneira mais acentuada nos ratos obesidade-
induzidos mesmo com quadros de hipofagia e redugéo do PC dos animais®® **’.

Em relagdo ao GH, sua agdo lipolitica é conhecida desde 1930, quando foi
observada a redugdo de gordura em ratos. Em estudos posteriores, foi constatada a
agao de oposigdo do GH & atividade de insulina no adipocito™, ou seja, diminuindo
os estoques de triacilglicerois no interior do adip6cito devido a ativagdo da lipase
hormonio sensivel (HSL).

Estudos realizados em seres humanos detectaram a associacéo negativa exercida
pelos baixos niveis séricos de GH com a formacdo da massa de tecido adiposo e,
dessa forma, alterando, de maneira geral, a composic&o corporal do individuo. Para
elucidar a afirmagao anterior, foi feita a introdugéo de doses de GH recombinante
humano (rhGH) em adultos e criangas portadores de deficiéncia desse hormdnio,
cujos resultados mostraram uma redugdo da massa gordurosa de modo dose-

dependente.

A interrupgdo do tratamento, por sua vez, fez com que os participantes do estudo
retornassem ao padrdo de acimulo de gordura inicial®®. Observou-se ainda que a
deficiéncia de GH aumenta o risco para desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e de diabetes mellitus insulino-independente®. Achados em
publicagdes cientificas recentes indicam que existe agdo direta do cortisol e do GH
no tecido adiposo, uma vez que se sabe da expressdo de receptores, para esses
horménios, no TAB humano, promovendo, assim, os seus efeitos fisiologicos. O
cortisol atua direta e indiretamente no aumento da massa de tecido adiposo no
individuo promovendo a redistribuigao da gordura nos sitios periféricos*®*®. Ja o GH

aumenta a lipolise, via HSL, que promove a oxidagao de Triacil-glicerol (TAG) em
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acidos graxos livres e glicerol nos adipécitos*®*°. Além disso, cortisol e GH parecem

apresentar atividade de sinergismo na ag&o lipolitica em humanos™®.

6.2 TECIDO ADIPOSO BRANCO

Outro aspecto avaliado neste estudo foi a distribuicao da gordura em relacéo a sua
localizagéo e estado funcional. Inicialmente, as gorduras foram classificadas apenas
quanto & topografia e foram denominadas viscerais, quais sejam: omental (OM),
perirrenal (PR) e epididimal/parametrial (EP/PM) e extra viscerais: parietal (PT) e
retro-peritoneal (RP). Outra classificagao feita em nosso estudo foi em relagéo a sua
distribuicdo topogréafico-funcional, ou seja, intra e extra abdominais, sendo as intra-
abdominais OM, PR, EP/PM e RP e as extra-abdominais somente PT.

Quando comparadas com os machos MSG, as fémeas apresentaram uma maior
concentracdo de TAB visceral (TABV) a partir da 82 semana e intra-abdominal a
partir da 92 semana de vida. Independente do sexo, observamos que 0S grupos
MSG apresentaram um aumento importante do TABV e intra-abdominal quando
comparado com 0s respectivos grupos controle.

Uma possivel explicagao para esse fato € que na obesidade ha um decréscimo dos
niveis circulante de GH, apresentando, pois, uma relagao inversa entre a frequéncia
de pulsos de GH e o IMC do individuo®"®*. A agdo do GH no tecido adiposo em
sinergismo com 0s hormonios esteroides previne o acumulo de gordura e estimula a
mobilizacdo lipidica®'. Pode-se esperar um efeito mais pronunciado do GH na
gordura visceral, uma vez que suas acbes sao dependentes dos hormonios
esteroides e & nesse sitio onde ha maior densidade de receptores para estrogénio e
androgénio® %2, Estudos demonstraram que a secregdo de GH e de IGF-1 em 24
horas, correlacionaram-se inversamente com a deposicédo de gordura visceral tanto
em magros quanto em obesos®"*%%,

O IGF-1 atua como potente indutor da proliferagcao e diferenciagao do tecido
adiposo, desempenhando um importante papel na regulagao do acumulo de

gordura. Tem sido descrito na literatura (refs), que os ratos submetidos ao modelo



' 47
de obesidade, desse presente estudo, apresentam niveis circulantes de GH

reduzidos, em virtude da lesdo do nucleo arqueado. Isso explicaria o porqué da
redistribuicdo predominante da gordura para os sitios viscerais.

Alguns individuos obesos desenvolvem uma aparéncia similar aquela observada na
doenga de Cushing, que é caracterizada pela hiperprodugé@o de glicocorticoides

(cortisol) pela glandula supra-renal, com uma distribuicdo gordurosa tipica e com
preponderancia central®.

Nessa doenca, a secrecdo de cortisol encontra-se aumentada em virtude da
hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, o que atuaria como um fator
patogénico importante para a determinagao da obesidade visceral. Somados ao
estado de hipercortisolismo, na obesidade, ha ainda, hiperinsulinemia, aumento da
resisténcia a insulina e diminuicdo dos niveis de GH, que por sua vez, gera um
padrao de distribuicdo de gordura andréide. Ou seja, com maior deposigéo visceral,

o que poderia explicar os resultados obtidos no presente estudo.

Outra possivel explicagao para o acumulo de gordura abdominal e visceral no sexo
feminino esta associada aos estados hiperandrogénicos % _Ja no género masculino
a producdo testicular de androgénios esta reduzida, o que gera uma relagao de

oposigdo aos efeitos promovidos no sexo opostos‘*’SS.

Os adipocitos apresentam
receptores especificos aos horménios androgénios, com uma maior concentragao
nas células da gordura visceral que nos adip6citos subcutaneo®. Além disso,
estudos observaram que em seres humanos obesos do sexo feminino, a
testosterona livre, sua forma bioativa, tem seus niveis séricos aumentados.
Diferentemente de outros horménios, a testosterona (T) induz a um aumento na
densidade de receptores para androgénio nas células adiposas apés a sua

exposicao a esse hormoénio®.

No sexo masculino, quando moderadamente obesos, a T total esta reduzida, porém
a T livre esta normal®®, como consequéncia da diminuigao da capacidade de ligacao
da globulina ligante de hormonios sexuais (SHBG)3;55. Nos obesos morbidos do

sexo masculino, entretanto, ambas as Ts estdo reduzidas, assim como os niveis do

3 SHBG, sex hormone-binding globulin.
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horménio foliculo estimulante (FSH)* e do horménio luteinizante (LH)°, o que

indicaria um estado de hipogonadismo®'. Essas alteragdes hormonais discutidas
justificariam a razédo pela qual os machos obesos, no presente estudo, apresentam
menor gordura visceral e intra-abdominal que as fémeas obesas. De acordo com a
literatura cientifica, o surgimento do acumulo de gordura visceral, no sexo
masculino, estd negativamente correlacionado aos niveis séricos totais de
testosterona livre e de SHBG °'.

A correlagdo entre os niveis de androgénio e o volume de tecido adiposo visceral
mensurado por ressonéancia magnética nuclear (RMN) foi estudada anteriormente®'.
Os autores observaram um aumento dos niveis de T livre, acompanhado pelo
declinio de SHBG e manutengdo dos valores de T total. Elbers et al (1997)
sugeriram que o sexo feminino quando exposto a um estado hiperandrogénico,
como observado na obesidade, passa a apresentar um padrao de acumulo visceral

de gordura *°.

O estrogénio promove down regulation na densidade de receptores de T no sexo
feminino, o que poderia sugerir um comportamento protetor aos altos de
androgénio®®?. Quando o nivel circulante de estrogénio torna-se suficientemente
baixo, pode ser observado um acumulo de gordura nos sitios viscerais, sugerindo
que as variagoes no niveis circulantes desse hormdnio seja mais importante para o
surgimento da obesidade visceral no sexo feminino que 0S estados
hiperandrogénicos. Dessa forma, pode se concluir que o estado hiperandrogénico,
os baixos niveis circulantes de GH e o aumento da secregado de cortisol atuam, em
conjunto, no processo de deposicdo e centralizagéo da gordura corporal, presente

na obesidade visceral do sexo feminino®".

Poderiamos considerar a hipotese de que as fémeas no modelo MSG alcangariam a
maturidade sexual antes das ratas do grupo controle”. A diferenca da maturidade

sexual fica mais evidente quando comparamos essas fémeas MSG com os machos
expostos ao mesmo modelo de obesidade, tendo em vista que estes apresentam um

padrédo hormonal hipoandrogénico.

% £sH, folicle stimulanting-hormone
5 LH, luteinizing-hormone.
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Por outro lado, estudos anteriores mostraram que nos seres humanos e em ratas os
niveis circulantes de leptina sdo sempre maiores que nos machos®. Os seus niveis
circulantes permanecem elevados no sexo feminino, mesmo que haja a corregao do
teor de gordura corporal. Isso, por sua vez, sugere a existéncia de uma possivel
interacéo entre o tecido adiposo branco e o sistema reprodutor, modulada de formas
diferentes, quando estimuladas por horménios androgénicos ou estrogénicos. Na
obesidade, a atividade secretora androgénica da glandula adrenal e ovariana
encontram-se hiperfuncionantes, demonstrando uma relagdo positiva com o valor
do IMC do individuo. Vale ressaltar que a dehidroepiandrosterona (DHEA) e sua
forma sulfatada (S-DHEA) atuam como poderosos inibidores da secregdo de leptina,
enguanto a presencga do estradiol promove a estimulagao de sua liberagao no tecido
adiposo. A T e desprovida de atividade no tecido adiposo de ambos os sexos 28

E valido relembrar que o acimulo de gordura no sitio visceral esta relacionado com
as inumeras anormalidades metabodlicas ja citadas, gerando, por exemplo, um
aumento do risco cardiovascular. O padrao de distribuicdo de gordura encontrado
nas fémeas MSG intriga os pesquisadores, visto que sendo ele pior do que nos
machos, cria-se divergéncia com a literatura, que afirma que o sexo feminino possui
menor risco de doencas e ou mortes por causas cardiovasculares®. Quando
observado em humanos, a quantidade de gordura visceral no homem corresponde
cerca de 21% do total da gordura corporal, enquanto nas mulheres apenas 8%.
Inclusive, a elevagédo desses valores no sexo feminino, s6 sera notado a partir de um
acumulo superior a 30 litros do volume total de gordura obtida. Acima desse valor, o

padrao de acumulo se iguala entre os sexos'*.

No que diz respeito ao TAB extra-abdominal, os géneros se comportam de forma
semelhante, tanto no grupo controle guanto no grupo MSG. Diferengas estatisticas
foram observadas pontualmente. Contudo, quando observado o padrao entre grupos
de tratamento, viu-se que o grupo MSG acumula significativamente mais gordura
extra-abdominal que o grupo controle. Esse padrédo de estoque € visualizado desde
a 52 semana de vida, quando comparado com o TAB intra-abdominal, que aumenta

com significancia estatistica a partir da 9% semana, ocorrendo de maneira mais
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precoce. Dessa forma, langa-se a hipotese de que as gorduras PT e RP estariam

executando um papel protetor, visto que retarda o acumulo de tecido adiposo no
sitio intra-abdominal, prevenindo, pois, o aparecimento precoce de anormalidades
metabolicas. O tecido adiposo subcutadneo esta diretamente relacionado com 0
aumento da sensibilidade & insulina e uma redugdo da incidéncia de desordens
associadas & obesidade®.

O tecido extra-visceral se comporta de maneira semelhante ao TAB extra-abdominal,
sendo a diferenca entre eles apenas no que se refere ao inicio do acumulo de
gordura, que se da significativamente na 6% semana para o tecido extra-visceral,
enquanto o extra-abdominal na 5% semana de vida. O TAB RP, apesar de ser um
tecido adiposo anatomicamente classificado como intra-abdominal, um padréo de
comportamento semelhante ao TAB PT, que é extra-abdominal. Ou seja, 0 estoque
de gordura no sitio RP ocorre mais precocemente que as demais gorduras intra-
abdominais. Em suma, os valores de TAB RP quando somado ao TAB PT nos
graficos de TAB extra-visceral ocasionou um atraso temporal no acumulo de
gorduras, retardando a significancia estatistica em uma semana. Isso leva a crer que
o tecido RP & um sitio intermediario de estoque, o que se compreende que poderia

ser a progressao natural da mobilidade de gordura.
6.3 INDICE DE LEE:

O indice de Lee nos ratos é considerado na literatura como um equivalente ao IMC
dos humanos?®'. Entretanto, os valores desse indice obtidos no presente estudo
mostraram apenas diferencas estatisticas pontuais quando analisadas entre 0s
géneros e nao segue um padrdo homogéneo quando comparados 0s tratamentos.
Portanto, consideramos que n@o € um bom parametro preditor confiavel de
obesidade nos ratos?*, fazendo-se, pois, necessario a criagdo de um novo indice que

possa contemplar todas as nuances da obesidade.
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7 CONCLUSOES

O tecido adiposo é fundamental para a sobrevivéncia do ser humano, protegendo o
copo de traumas, participando da estabilidade térmica em situagées climaticas
adversas e produzindo adipocitocinas. Observou-se que a lesdo hipotalamica em
ratos produzida pelo MSG se mostrou ser um bom modelo para se analisar o

remodelamento adiposo, proporcionando, pois, uma distribuicdo distinta dos TABs
quando comparado entre machos e fémeas.

Em relagéo ao TAB visceral foi visto que os animais do sexo feminino apresentaram
valores significativamente maiores que os machos tanto no grupo controle quanto no
glutamato. O mesmo ndo foi observado para o TAB extra-visceral, no qual as
fémeas do grupo controle apresentaram acumulos significativos de gorduras
pontuais e ndo apresentaram resultado com significancia estatistica no grupo MSG.
Para o TAB intra-abdominal e extra-abdominal as significancias estatisticas obtidas
foram pontuais.

Concluiu-se, ainda, que o indice de Lee parece ndo ser o preditor mais adequado

para avaliar o grau de obesidade em ratos nesse estudo.
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