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RESUMO

Atualmente compreende-se que o0 aumento da incidéncia de sobrepeso e obesidade gera
uma sobrecarga nos servicos de satde publica, uma vez que o aumento dos estoques
adiposos predispde os individuos ao desenvolvimento de comorbidades metabdlicas.
Nesse sentido, a adipogénese compreende uma rede abrangente de fatores de transcricao
responsaveis pela expressdo de proteinas chave que controlam a homeostase energética.
Com o intuito de compreender melhor os mecanismos acerca da adipogénese que 0 N0SSo
grupo de pesquisa vem estudando o efeito temporal da ingestdo de uma dieta repleta de
carboidratos simples e demonstrou que o consumo da dieta rica em carboidratos simples
durante 12 semanas por ratos Wistar foi capaz de promover a hiperplasia e a hipertrofia
do tecido adiposo retroperitoneal e promoveu a up regulation dos sinais adipogénicos. O
objetivo do presente trabalho foi ofertar a dieta rica em carboidratos durante 15 semanas
em ratos Wistar recém-desmamados e avaliar os efeitos da dieta quanto ao teor de lipideos
(triglicerideos, colesterol total e HDL-c); a morfometria e aos niveis de expressdo dos
genes adipogénicos Ppary2 e Cebpa no tecido adiposo branco epididimal e inguinal além
de avaliar os pardmetros bioquimicos e possiveis alteragdes metabdlicas. Os 20 ratos
Wistar machos foram distribuidos em dois grupos, um alimentado com carboidratos
simples (n=12) outro alimentado com dieta controle (n=8); a avaliacdo biométrica foi
realizada por meio do calculo do indice de Lee e indice de adiposidade; os exames
bioquimicos foram realizados no Laboratorio Piloto de Analises Clinicas-UFOP; a
extracdo de lipideos foi realizada pelo método de Folch; o tecido adiposo foi avaliado
quanto a area e ao numero de adipdcitos; e a expressao génica foi conduzida pela técnica
de PCR em tempo real. Ndo houve diferenca em relacéo a ingestdo alimentar entre os
grupos, no entanto a dieta rica em carboidratos simples induziu o aumento do indice de
adiposidade (p<0,0001), o aumento dos niveis de triglicerideos e VLDL-c (p<0,05);
aumento do HOMA-IR (p<0,05); bem como menor contetdo lipidico e menor dosagem
do colesterol total extraidos do tecido adiposo epididimal (p<0,05) e menor dosagem da
fracdo HDL do colesterol em ambos os tecidos adiposos (p<0,05). A expressao génica de
Ppary2 foi menor no tecido adiposo inguinal dos animais alimentados com a dieta
(p<0,05) e ndo apresentou diferenca estatistica em sua expressdo no tecido epididimall,
assim como a expressdo do Cebpo que se manteve em patamares estatisticamente iguais
entre os grupos. E possivel concluir que o consumo da dieta rica em carboidratos simples
foi suficiente para induzir o aumento da adiposidade, alteracbes dos parametros
bioquimicos e a hipertrofia dos tecidos adiposos, que por sua vez foi suficiente para
armazenar os produtos da sintese enddgena de triglicerideos estimulada pela dieta rica em
carboidratos simples sem que houvesse a necessidade da hiperplasia desses tecidos, esse dado
é reforgado pela reducdo da expressdo significativa dos sinais adipogénicos (Ppary2 e
Cebpa).

PALAVRAS-CHAVE: Adipogénese, epididimal, inguinal, hipertrofia, dieta rica em
carboidratos simples.



ABSTRACT

Currently, it is understood that the increased incidence of overweight and obesity
generates an overload on public health services, since the increase in adipose stocks
predisposes individuals to the development of metabolic comorbidities. In this sense,
adipogenesis comprises a comprehensive network of transcription factors responsible for
the expression of key proteins that control energy homeostasis. In order to better
understand the mechanisms about adipogenesis that our research group has been studying
the temporal effect of eating a diet full of high sugar diet and demonstrated that the
consumption of the high sugar diet for 12 weeks by Wistar rats was able to promote
hyperplasia and hypertrophy of retroperitoneal adipose tissue and promoted the up
regulation of adipogenic signs. The aim of the present study was to offer the high sugar
diet for 15 weeks in newly weaned Wistar rats and to evaluate the effects of the diet on
the content of lipids (triglycerides, total cholesterol and HDL-c); the morphometry and
expression levels of the adipogenic genes Ppary2 and C/ebpo. in the epididymal and
inguinal white adipose tissue, in addition to assessing the biochemical parameters and
possible metabolic changes. The 20 male Wistar rats were divided into two groups, one
fed high sugar diet (n=12) and the other fed a control diet (n=8); the biometric evaluation
was performed by calculating the Lee index and adiposity index; biochemical tests were
performed at the Pilot Laboratory of Clinical Analysis-UFOP; lipid extraction was
performed using the Folch method; adipose tissue was evaluated for area and number of
adipocytes; and gene expression was conducted using the real-time PCR technique. There
was no difference regarding food intake between the groups, however the high sugar diet
an increase in the adiposity index (p<0.0001), an increase in the levels of triglycerides
and VLDL-c (p<0, 05); increase in HOMA-IR (p<0.05); as well as lower lipid content
and lower dosage of total cholesterol extracted from epididymal adipose tissue (p<0.05)
and lower dosage of the HDL cholesterol fraction in both adipose tissues (p<0.05). The
gene expression of Ppary2 was lower in the inguinal adipose tissue of animals fed the
diet (p<0.05) and there was no statistical difference in its expression in the epididymal
tissue, as well as the expression of Cebpa which was kept at statistically equal levels
between groups. It is possible to conclude that the consumption of high sugar diet was
sufficient to induce increased adiposity, changes in biochemical parameters and
hypertrophy of adipose tissues, which in turn was sufficient to store the products of
endogenous triglyceride synthesis stimulated by the high sugar diet without the need for
hyperplasia of these tissues, this data is reinforced by the reduction of the significant
expression of adipogenic signs (Ppary2 and Cebpa).

KEYWORDS: Adipogenesis, Epididymal, Inguinal, Hypertrophy, High Sugar Diet.
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1. INTRODUCAO

1.1 Habitos alimentares, obesidade e sua importancia epidemiologica

De modo geral, a obesidade pode ser caracterizada pelo excesso de peso resultante do
acumulo de gordura corporal, refletindo no indice de massa corporal (IMC) igual ou acima de
30 kg/m2. A Organizacdo Mundial da Salde adverte que a obesidade € um dos mais graves
problemas de satde atual e estima que 2,3 bilhGes de adultos ao redor do mundo estejam acima
do peso até 2025 (ABESO, 2018).

Dados nacionais indicam que o indice de obesidade aumentou nos Gltimos treze anos,
passando de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018. De acordo com o Pesquisa de Vigilancia de
Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crénicas por Inquérito Telefonico (Vigitel), o
excesso de peso (IMC igual ou maior do que 25) atinge 55,7% da populacdo no Brasil e a
obesidade 19,8% (VIGITEL, 2018).

Atualmente, sabe-se que a crescente epidemia mundial de obesidade pela populagdo
humana possui etiologia multifatorial, refletindo, principalmente o desequilibrio energético,
resultante da ingestao alimentar inadequada associada ao sedentarismo. Trata-se de uma doenca
cronica, ocasionada pelo aumento dos estoques adiposos que propiciam condi¢des favoraveis
para o desenvolvimento de comorbidades ou de doencas de base metabdlica nos individuos,

sendo essa a maior preocupacao para a rede de saude publica (GUAY et al., 2011).

Desse modo, é importante destacar o papel do desenvolvimento econdmico e do
processo de urbanizacdo no cenério atual, pois reflete no estilo de vida da populacdo, que
corresponde por padrdes alimentares inadequados e pela predominancia de modelos
ocupacionais sedentéarios que se somam aos fatores determinantes para o ganho e acimulo
excessivo de peso (HUANG et al., 2016).

No entanto, sdo o0s habitos alimentares atuais que representam uma grande parcela dos
fatores determinantes do ganho de peso, caracterizada pelo consumo excessivo de alimentos
industrializados, altamente processados e ricos em acgucares simples e gorduras, associada a

ingestdo insuficiente de frutas e hortalicas (RIPPE, 2016).

Anteriormente, associava-se 0 ganho de peso e o desenvolvimento de doencas cronicas

ndo transmissiveis a ingestdo de uma dieta rica em gorduras. Consequentemente, os alimentos
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ricos em gordura foram reconhecidos como vilGes e as recomendagdes mundiais apontavam
erroneamente os alimentos low-fat (pobres em gorduras) como saudaveis e incapazes de
proporcionar o acumulo de gordura corporal (POLACOW; LANCHA, 2007).

Devido a nova demanda, a industria de alimentos passou a investir recursos a fim de
desenvolver alimentos palataveis a altura dos alimentos ricos em gordura, com o preceito de
que quanto menor o teor de gordura mais saude a mesa dos consumidores. No entanto, a maior
preocupacdo em volta das recomendac¢des da ado¢do de uma dieta hipolipidica, é a adogéo de
dietas ricas em carboidratos provenientes de alimentos processados e com alto indice glicémico,
que provocam efeitos tdo severos quanto as dietas ricas em gorduras, entre eles: aumento dos
niveis de triglicerideos, diminuicdo da concentracdo plasmatica de HDL colesterol,
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina (RI) e aumento da adiposidade corporal (POLACOW;
LANCHA, 2007).

Embora as recomendacdes apontem para a adogdo de dietas com baixo teor de lipideos,
como o intuito de diminuir a prevaléncia da obesidade, ao diminuir um nutriente especifico,
modifica-se toda a composicdo da dieta. Dietas em que os lipideos representam menos do que
30% do valor energético total (VET) séo frequentemente hiperglicidicas. Ao passo que, uma
ingestdo moderada em lipideos 30% a 40% do VET resulta em uma dieta normoglicidica. Por
outro lado, uma restricdo mais severa de 10 a 15% do VET em lipideos pode resultar em uma
dieta hiperglicidica (mais do que 60% do VET em carboidratos) (I0M, 2002). A recomendacéo
geral segundo o Guia Alimentar da Populacéo Brasileira é que o consumo de carboidratos fique
entre 55 a 75% do VET, na prética as recomendagcdes de macronutrientes incluindo de
carboidratos, devem seguir um rigor individual considerando o nivel de atividade fisica, idade,
a presenca de alguma doenga, entre outras variaveis (IOM, 2002; GUIA ALIMENTAR PARA
A POPULACAO BRASILEIRA, 2014).

Os efeitos adversos de uma dieta hiperglicidica sdo, consideravelmente, acentuados
quando esta é composta por carboidratos simples de alto indice glicémico, como é o caso de
alguns alimentos processados e farinhas refinadas. Em contrapartida, tais efeitos podem ser
reduzidos com a ingestdo de uma dieta predominantemente rica em carboidratos com baixo
indice glicémico, presente em grdos integrais, por exemplo, (RIPPE; ANGELOPOULOS,
2016).

Basicamente, os carboidratos sdo as hiomoléculas mais abundantes na Terra, sua

oxidacéo e a principal via de produgéo de energia na maioria das células n&o fotossintéticas e
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podem ser classificados em trés classes principais: monossacarideos, dissacarideos e
polissacarideos (LEHNINGER, 1970).

Nesse sentido, os acucares simples incluem os monossacarideos e dissacarideos
adicionados aos alimentos e as bebidas pelo fabricante, pelo cozinheiro ou pelo consumidor,
além dos acUcares naturalmente presentes nos alimentos. Dados nacionais indicam que o
brasileiro consome 80g de acUcar por dia, sendo 64% desse consumo é de agUcar adicionado
aos alimentos e 36% presente nos alimentos industrializados, consumindo 50% a mais do que
a recomendacao de ingestdo de agUcar pela OMS. A recomendacao é que a ingestdo de agucares
seja até 10% do total das calorias diarias e que se possivel limitar ainda mais 0 consumo para
até 5% do valor calorico total (OMS, 2015; Ministério da Salde, 2018).

O tecido adiposo possui um importante papel nesse cenario. Apesar de ser
historicamente conhecido pela sua capacidade de armazenar energia na forma de acido graxo
esterificado, ele atua também como um 6érgdo enddcrino envolvido na modulagdo da
homeostase energética. (CHOE et al., 2016).

1.2 O tecido adiposo: adipogénese e o balanco entre lipélise e lipogénese

O tecido adiposo apresenta duas variagdes: tecido adiposo branco (TAB) e o tecido
adiposo marrom (TAM), que podem ser diferenciados por meio de parametros morfolégicos,
moleculares e funcionais. Morfologicamente, o tecido adiposo marrom pode ser distinguido do
tecido adiposo branco por possuir goticulas lipidicas multiloculares, rica vasculariza¢ao e maior
densidade mitocondrial (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Por outro lado, os adipdcitos
brancos sdo especializados no armazenamento energético e na secrecao de substancias que
influenciam o metabolismo de todo o organismo. (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Nesse contexto, os adipocitos séo células especializadas no armazenamento de energia
sob a forma de triacilglicerdis (TAG), de tal maneira que ndo haja prejuizo a integridade
funcional destas células, e que secretam ativamente citocinas, horménios e pepitideos,
substancias denominadas de adipocinas e sdo alvos de intensa investigacdo por seu relevante
papel no controle da homeostase energética, uma vez que podem sofrer alteracdes em funcéo
dos habitos alimentares e estilo de vida (CHOE et al., 2016).

Anatomicamente, 80% da gordura corporal estdo localizados em depositos de tecido

adiposo subcuténeo (TAS), distribuidos pela regido abdominal subcutanea e regido glateo-
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femoral. Enquanto o restante estd localizado no tecido adiposo visceral (TAV),
predominantemente nos depdsitos intra e retroperitoneais (GUGLIELMI e SBRACCIA, 2018).

A distribuicdo da gordura corporal também difere quanto ao sexo. Os homens
apresentam uma tendéncia ao acumulo de gordura corporal nos depositos viscerais, exibindo a
forma classica do corpo androide e que tem sido amplamente correlacionada ao aumento do
risco cardiovascular, como ja evidenciada associa¢do entre o aumento da circunferéncia da
cintura e o risco de desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas (PINHO et al., 2018);
(PALMER e CLEGG, 2013).

Embora as mulheres possuam maior porcentagem de gordura corporal total em
comparacdo aos homens, o acimulo ocorre preferencialmente nas regides subcutaneas, mais
especificamente na regido gluteo-femoral conferindo o biotipo corporal conhecido como
gindide. Sendo assim, o corpo gindide caracteriza um fator de protecdo contra as consequéncias
associadas a obesidade e sindrome metabolica. No entanto, ja foi visto anteriormente que ap6s
amenopausa ocorre o favorecimento de acimulo de gordura direcionado aos depdsitos viscerais
contribuindo para maior risco cardiovascular (PALMER e CLEGG, 2013).

O risco eminente associado a deposicdo de gordura visceral € atribuido parcialmente a
drenagem de acidos graxos via sistema porta-hepético, diferentemente dos acidos graxos e
citocinas pro-inflamatérias liberados do tecido adiposo subcutdneo que sdo drenados
sistemicamente (ITEM; KONRAD, 2012). Sendo assim, individuos com obesidade central séo
susceptiveis ao desenvolvimento de resisténcia hepatica a insulina e diabetes (ITEM;
KONRAD, 2012). No entanto, o TAS representa o depoésito principal de estoque adiposo
garantindo a deposicdo efetiva de energia sob condicdes de excedente caldrico. Portanto, o
direcionamento de lipideos para 0 TAV pode refletir um esgotamento do TAS como um
“esconderijo metabolico” para estoque adicional de triglicerideos refletindo a evolucéo da
obesidade (GUGLIELMI; SBRACCIA, 2018).

De maneira simplificada, a expansdo do tecido adiposo pode ocorrer por meio da
hipertrofia quando os adipocitos evoluem de tamanho para o armazenamento de lipideos ou por
hiperplasia em que ocorre o processo de formacao de novos adipocitos (CHOE et al., 2016).
Cabe ressaltar, que a hipertrofia ndo é um recurso ilimitado, pois, ao atingir sua capacidade
méaxima de armazenamento, as células de gordura sdo eventualmente emergidas do tecido
conduzindo um aumento de acidos graxos livres no plasma e se acomodam ectopicamente em

orgdos ndo adiposos causando lipotoxicidade (CHOE et al., 2016).
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Sabe-se que os adipdcitos viscerais se expandem preferencialmente por meio da
hipertrofia celular, enquanto que os adip6citos subcutaneos, por apresentarem uma maior
quantidade de pré-adipdcitos e respondem melhor aos estimulos de diferenciacdo celular,

portanto, se expandem predominantemente por meio da hiperplasia (WANG et al., 2013).

Além disso, o suprimento vascular também é um fator determinante na hipertrofia ou
hiperplasia dos adipdcitos. Estudos com amostras de tecido adiposo em humanos demonstrou
que TAS possui maior densidade capilar e maior capacidade de crescimento angiogénico em
relacdo as amostra de TAV, uma vez que o suprimento vascular é limitado e, somado a expanséao
do volume dos adipdcitos, conduz o tecido a hipdxia celular, estimulando uma cascata de
eventos pro-inflamatorios resultando em RI tipicamente observado no TAV (GEALEKMAN
etal., 2011). Sendo assim, o0 acimulo de gordura visceral é amplamente associado a uma série
de desfechos clinicos negativos, independentemente da adiposidade corporal total (NEELAND
etal., 2019).

1.3. Peroxisome proliferador-activated receptor y (PPARy) e CCAAT/enhancer binding

protein a (C/EBa): reguladores centrais da adipogénese

Compreender o0s mecanismos da adipogénese bem como o processo de
desenvolvimento dos adipdcitos pode proporcionar novas perspectivas acerca do tratamento da
obesidade doencas metabdlicas relacionadas. A adipogénese envolve uma rede abrangente de
acOes coordenadas por fatores de transcricdo determinantes de linhagem e reguladores
epigendmicos, apesar de ndo atuarem isoladamente, o Ppary e o C/ebpa séo reguladores chave
nesse processo (CORRALES et al., 2018).

Os PPARs compdem uma familia de fatores de transcricdo que controlam diversas vias
metabdlicas no organismo, incluindo metabolismo de lipideos e glicose que atuam na
diferenciacdo celular e no equilibrio energético (SONG et al., 2018). As isoformas do PPAR
(a,y e 0) estdo envolvidas em agdes metabolicas especificas no figado, tecido adiposo, musculo

esquelético, rim e coracdo (AMMAZZALORSO e AMOROSO, 2019).

Frequentemente, o Ppara é utilizado como alvo molecular de fibratos e farmacos
hipolipemiantes, pois sua a¢do contribui com o catabolismo de acidos graxos, diminuic¢éo dos
triglicerideos e aumento do colesterol HDL (AMMAZZALORSO e AMOROSO, 2019). O

Ppard atua no controle da expressdao de genes envolvidos na captagdo de acidos graxos e -
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oxidacdo (AMMAZZALORSO e AMOROSO, 2019). O Ppary ¢ um mediador chave da
homeostase da glicose, promovendo a sensibilidade a insulina e a utilizacdo da glicose nos
tecidos (SONG et al., 2018).

O Ppary € expresso em duas principais proteoformas: Pparyl e Ppary2. O Pparyl atua
em diversas via metabolicas e é amplamente expresso em diversos tecidos, incluindo figado,
masculo, intestino, células B-pancreaticas, 0ssos, placenta e tecido adiposo. Enquanto que o
Ppary2 exerce um papel fundamental na adipogénese e sua expressdo € predominantemente no
tecido adiposo (SONG et al., 2018).

O Ppary2 estimula a diferenciacdo dos adipdcitos e sua expressdo define o processo
de hipertrofia. A ablacdo desse fator de transcricdo em camundongos resultou na incapacidade
de desenvolvimento de tecido adiposo funcional, além da hipertrigliceridemia e resisténcia a
insulina (CORRALES et al., 2018). Além disso, foi observado que a diminuigdo da expressdo
do Ppary2 em roedores com adiposidade elevada conduziu a um alto grau de inflamacdo, a
diminuicdo dos niveis de adiponectina e limitou a expansao do tecido adiposo (CORRALES et
al., 2018).

O C/ebpa é um membro da familia C/EBPs (a, B e 6), da qual todos os membros séo
expressos em tecido adiposo branco e marrom e atuam na ativacdo e manutencdo de genes
envolvidos na adipogénese (SHEN et al., 2016). Em conjunto com o Ppary2, o fator de
transcricdo C/EBPo. trabalha na diferenciacdo terminal dos adipdcitos brancos e desempenha
um papel crucial na regulacdo da sensibilidade a insulina no adip6cito maduro. (MOSETI et
al., 2016). Em estudos anteriores, a importancia do Ppary?2 foi refor¢ada quando foi verificado
que células com falhas na expressdo de C/EBPa, 0 Ppary2 por si s6 foi capaz que conduzir a
adipogénese, enquanto 0 C/EBPa ndo foi capaz de conduzir a adipogénese na auséncia do
Ppary2 (MOSET] et al., 2016).

Além disso, j& foi visto que o Ppary e 0 C/EBPs induzem a expressdo de uma cascata
de genes responsaveis por mediar a sensibilidade e a insulina (via transportador de glicose tipo
4-GLUT4), lipogénese (via proteina de ligacdo de acido graxo-FABP), lipolise (via lipase de
lipoproteina-LPL), assim como algumas adipicitocinas (adiponectina e leptina) (LOWE;
O’RAHILLY; ROCHFORD, 2011). Anteriormente, foi observado que a auséncia completa do
C/EBP prejudicou a gliconeogénese hepatica, e levando a hipoglicemia, induzindo um fenétipo
letal (SHEN et al., 2016).
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Ao considerar-se que 0s mecanismos especificos responsivos a ingestdo cronica de
uma dieta rica em carboidratos simples ainda ndo foram totalmente elucidados, um estudo
realizado com ratos Wistar mostrou que a ingestdo de uma alimentacédo rica em carboidratos
simples pos-desmame, ofertada durante 8 semanas aumentou 0s coxins gordurosos
retroperitoneal e epididimal, os niveis séricos de insulina, o indice de HOMA-IR e a diminuicéo
dos niveis de mMRNA das sirtuinas 1, 2, 6 e 7 induzidas pela DCS (SANTOS, 2018).

Durante 12 semanas de ingestdo, a DCS induziu a expressdo de genes envolvidos na
adipogénese e despertou a hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos no tecido adiposo branco
retroperitoneal, conduzindo uma up regulation dos sinais adipogénicos regulados pelo Ppary
(QUEIROZ et al., 2014).

O efeito da ingestdo cronica da DCS durante 18 semanas induziu aumento dos indices
biométricos, intolerancia a glicose, RI, aumento dos niveis de triglicerideos e do colesterol
VLDL, além de hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo visceral retroperitoneal de ratos
Wistar (OLIVEIRA et al., 2020). Os efeitos deletérios também foram observados em nivel

hepético, com aumento do contetdo lipidico e hepatomegalia (OLIVEIRA et al., 2020).

2. JUSTIFICATIVA

Os nutrientes na etiologia da obesidade e o consumo habitual de uma alimentagéo
enriquecida de carboidratos simples, frequentemente observada atualmente, é capaz de alterar
a programacdao de expressdo do adipdcito e assim, cooperar para instalacdo e manutencao do
fendtipo obeso. Admite-se que é fundamental ampliar os estudos sobre os efeitos dessa dieta,

uma vez que ela ainda é pouco estudada na literatura.

Sabe-se que a obesidade é uma doenca crénica complexa, caracterizada por excesso
de gordura corporal, sendo um dos principais problemas de satde puablica no mundo e fator de
risco para desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Uma ampliacdo da
compreensdo do processo de desenvolvimento do tecido adiposo e dos mecanismos que

governam este processo é vital na luta contra a crescente incidéncia de obesidade.

Nessa perspectiva, 0 presente trabalho tem por finalidade dar continuidade as
investigacOes e preencher as lacunas acerca dos efeitos glicometabdlicos e da avaliagdo dos

niveis expressdo de fatores de transcricdo envolvidos na adipogénese durante a fase critica de
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desenvolvimento de 15 semanas de ingestdo da DCS, contribuindo com a construcdo de um
raciocinio cronoldgico de mecanismos envolvidos na adipogénese do tecido adiposo visceral

epididimal e tecido adiposo subcutaneo inguinal.

3. OBEJTIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar os efeitos de uma dieta rica em carboidratos simples sobre o processo de adipogénese

do tecido adiposo branco epididimal e inguinal de ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

l. Ofertar dieta rica em carboidratos simples durante 15 semanas aos ratos Wistar
recém-desmamados;

Il. Dosar o teor de lipideos (triacilglicerois, colesterol total e HDL-c) acumulado no
tecido adiposo branco epididimal e inguinal;

1. Avaliar a morfometria dos adipocitos do tecido adiposo branco epididimal e
inguinal;

IV.  Analisar os exames bioquimicos e caracterizar as possiveis alteracdes metabdlicas;

V. Avaliar os niveis de expressdo dos genes adipogénicos Ppary2 e C/ebpa. no tecido

adiposo branco epididimal e inguinal.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e dieta

Para o desenvolvimento deste projeto de pesquisa foram utilizados como modelos
experimentais ratos Wistar, desmamados com 21 dias de vida. Todos 0os métodos experimentais

foram aprovados pelo CEUA de acordo com o protocolo n® 2016/26.

Em relagdo ao célculo amostral, considerou-se as diferengas minimas entre as médias
de 63 e erro padrdo da média de 27, com poder de 0,95 e nivel de significancia (o)) de 0,05.

Sendo assim, foi realizado o teste de comparagdo de médias do programa Bioestat, verséo 5,0.
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Os animais foram distribuidos em dois grupos. Um grupo foi alimentado com a ragéo
comercial (Nuvilab), denominada em nosso trabalho como dieta controle (DC) grupo este
composto por oito animais. O outro grupo foi alimentado com dieta rica em carboidratos
simples (DCS) composto por doze animais. A DCS foi preparada no laboratorio a partir da
mistura da racdo comercial adicionada ao agucar refinado e leite condensado Moca Nestlé. A
composicao centesimal de ambas as dietas oferecidas encontra-se na tabela 1.

Ambas as dietas foram oferecidas aos animais por um periodo de 15 semanas. O
consumo e a ingestédo caldrica foram registrados em gramas e kcal respectivamente e avaliadas

em media por rato e comparadas entre 0s grupos.

Tabela 1: Composicdo centesimal da dieta controle analisada por bromatologia pela empresa

Hidrocepe — Servicos de qualidade Ltda/ Belo Horizonte-2018.

Composicao centesimal

DC DCS

Energia (kcal/g) 3,08 2,86

- Carboidratos 4408 47,86
S Proteinas 21,67 12,81
:é Lipideos 5,06 4,85
% Agua 10,89 25,77
S Fibra 11,43 5,08
= Minerais 6,87 3,63
Total 100 100

porcentagem cal6rica (%)

Carboidratos 57,15 66,85
Proteinas 28,1 17,89
Lipideos 14,75 15,26
Total 100 100

Valores em gramas informados em cada 100g da dieta. Percentual de calorias provenientes de cada
macronutriente em relagdo ao total calérico em 100g de dieta.

4.2  Avaliagdo Biométrica

A massa corporal foi acompanhada semanalmente e, ao completar 15 semanas de

oferta das dietas, foram aferidos novamente a massa corporal dos ratos e 0 comprimento
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nasoanal. As etapas seguintes foram: eutanasia dos animais, coleta de amostra sanguinea e
ressec¢cdo dos tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal, marrom e epididimal de cada
animal. Posteriormente, os tecidos foram dissecados, pesados e congelados a -80 °C. Os
indices biométricos utilizados foram o indice de adiposidade e indice de Lee (BERNARDIS

e PATTERSON, 1968) calculados conforme as formulas ilustradas respectivamente:

Ypeso tecidos adiposos

indice de adiposidade: 100x
peso corporal

peso

indice de Lee: 3- -
comprimento nasoanal

4.3  Exames Bioquimicos

As amostras sanguineas foram analisadas em parceria com o Laboratério Piloto de
Anédlises Clinicas (LAPAC) da Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP). Os parametros analisados foram: glicemia de jejum, colesterol total e fragdes LDL-c,
HDL-c, VLDL-c, triglicerideos, creatinina, uréia, aspartato amino transferase e alanina amino
transferase. Foram utilizados os kits de dosagem Bioclin e as analises bioquimicas foram
determinadas por espectrometria em analisador bioquimico automatizado Randon Acess
Clinical Analyzer — modelo Wiener Lab, CM 200.

4.4  Extracdo de lipideos e dosagens de colesterol total, HDL-c e triglicerideos

A extracdo do conteudo lipidico presente nos tecidos adiposos foi determinada pelo
método de Folch adaptado a partir de 100mg de tecido adiposo branco macerado com o auxilio
do homogeneizador politron em meio cloroférmio e metanol em proporcdo 2:1,
respectivamente. As amostras foram levadas ao vortex por 3 minutos e 0 homogenato foi
transferido para o tubo de ensaio conico (limpo e seco) com adicdo de 400ul de metanol e
mantido em repouso em temperatura ambiente com leves agitag0es durante cerca de 60 minutos.
Apos centrifugacdo dos tubos por 10 min a 3000 RPM, o sobrenadante foi transferido para
novos tubos pesados e identificados, foi acrescentado a amostra 800ul de cloroformio e 640ul
de solucdo NaCl 0,73%, as amostras foram novamente homogenizadas em vortex e
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado delicadamente e entdo trés sucessivas lavagens
da parede do tubo foram realizadas com a solucdo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua destilada e 2% de NaCl 0,29%). Entre cada lavagem da parede do tubo,
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apos separacdo das fases, foi descartado o sobrenadante. Os tubos foram submetidos a
evaporagdo em estufa, posteriormente foram pesados e o contetdo lipidico foi ressuspendido
em 500pl de isopropanol, com armazenamento em freezer -80°C até a dosagem. O calculo do
conteudo lipidico em funcédo da diferenca de peso dos tubos antes e depois da extracdo (FOLCH
e STANLEY, 1953).

O seguinte célculo foi utilizado na mensuracédo do teor de lipideo extraido:

, . Peso final do tubo(g)—Peso inicial do tubo(g)
o) = *
Lipideos (%) Peso do tecido(q) 100

A partir do teor lipidico extraido dos tecidos adiposos foram realizadas as dosagens de
colesterol total e fragdes por meio do Kit Labtest. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 37°C por 10 minutos, seguido de leitura da absorbancia no espectrofotémetro. Os
ensaios foram realizados em triplicata por amostra. Para os célculos das concentracdes de
colesterol total, triglicerideos e HDL-c foram considerados os valores médios de absorbancia
para cada amostra. No espectrofotdmetro, a leitura de triglicerideos foi realizada a 505 nm e
para colesterol total e HDL-c a 500 nm. Os célculos foram determinados por meio das férmulas
abaixo:

absorbancia do teste

Colesterol total ml/dL = “heorbancia do Padiio * 200

Colesterol HDL mi/dL absorbancia do teste 40
= E3
olestero ml/ absorbancia do Padriao

4.5 Morfometria dos adipécitos

Todo o processo de andlise histologica e morfolégica foi realizado no
Laboratorio Multiusuario de Microscopia do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Ouro Preto (NUBEP/UFOP). As amostras de tecido adiposo
epididimal e inguinal foram acondicionadas em solugdo fixadora Metanol 80%-
Dimetilsulfoxido 20%. Posteriormente, os fragmentos foram processados e emblocados em
parafina. Cortes histologicos de 5uM foram desparafinalizados com banhos de xilitol,
hidratados em banho de alcool (100, 95, 80 e 70%) e em &gua e, entdo, foram corados com
Hamatoxiliana e Eosina (HE). As imagens foram capturadas em aumento de 40x e 20x para

tecido epididimal e inguinal respectivamente com microscopio acoplado a um sistema de
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deteccdo com auxilio de uma cadmera modelo MC170HD. A mensuracdo do tamanho dos
adipdcitos foi realizada a partir da anélise de 500 células por grupo e com auxilio do software
Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

As laminas de tecido adiposo epididimal foram avaliadas quanto ao ndmero dos
adipdcitos pelo software Image J, por método manual e a area foi avaliada por meio do software
Leica Qwin disponivel no Laboratério de Microscopia do NUPEB. Enquanto que as laminas de
tecido adiposo inguinal foram avaliadas quanto ao numero e quanto a area dos adipdcitos pelo
software Image J.

46  Expressédo génica

Inicialmente, foram realizadas as extraces de RNA total a partir de 170 mg de tecido
adiposo epididimal e inguinal com os reagentes do Kit SV RNA Isolation System Promega,
além de trizol e etanol 100% Merck com protocolo adaptado para tecido adiposo. Apds a
extracdo, a concentracdo e a qualidade do RNA foram avaliadas no Nanodrop® pela razéo
260/280.

A verificacdo da integridade do RNA extraido foi realizada em eletroforese de gel de
agarose 1,2%. As amostras de RNA foram preparadas da seguinte maneira: para 1 pug de RNA
foi usado 2,5 pL de tampdo de RNA 10x e 7,5uL de formamida. Apos o preparo, 0 RNA
aliquotado foi desnaturado por aquecimento de 5 minutos a 65°C no termobloco, e resfriamento
por 5 minutos em gelo. A eletroforese foi realizada a 90 volts em TBE 1X, por
aproximadamente 40 minutos, onde foram avaliadas possiveis contaminagdes, degradacdes e a
relacdo entre a separacao eletroforética das bandas correspondentes aos RNA ribossomais 28S

e 18S, como exemplificado na figura 1.
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Figura 1: Andlise da integridade de RNA total. Cinco pg de cada preparagdo foram desnaturados em tampédo
formamida e analisado em gel de agarose TBE 1,2%, corado com brometo de etideo. A figura ilustra as bandas
18S e 28S de duas amostras de RNA obtidos do tecido adiposo epididimal de ratos Wistar alimentados com DC.

O RNA total foi convertido em cDNA pela reacdo da transcriptase reversa por meio do
preparo do mix de reacdo para cada amostra, conforme protocolo do Kit High-capacity cDNA

reverse transcription Thermo Fisher (numero do catalogo:4368813).

A expressdo génica foi realizada por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo
real. A técnica foi realizada com o sistema Sybr Green® em placas de 96 pocos (Applied
Biosystems) e, ao final do procedimento foi utilizado selo éptico (Applied Biosystems). Foram
pipetados 3uL de primers (iniciadores) na concentracdo de 2,5uM em triplicata, e 7uL do mix
de reacdo foi preparado com 2uL de cDNA diluido a 50ng/uL com agua milliq estéril, e 5uL de
Sybr Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems). As reacdes foram preparadas em triplicata

e 0s genes avaliados foram Ppary2 e Cebpa.

A quantificagdo génica relativa foi determinada no aparelho 7300 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) no qual, a intensidade do amplicon é comparada a referéncia passiva
ROX. O resultado expresso em valor de CT e se refere ao numero de ciclos de PCR necessarios
para que o sinal flourescente atinja o limiar de detec¢do. Os niveis de expressao relativa foram
calculados a partir do ACT relacionado ao gene normalizador para detectar as alteracGes na
expressao génica nos grupos submetidos a ingestdo DCS, conforme descrito em (BUSTIN et
al., 2009). A tabela 2 mostra a sequéncia dos primers utilizados.

A analise de expressdao génica por meio de PCR em tempo real representa a

quantificacdo relativa aos genes de interesse, uma vez que requer um controle enddgeno, cuja
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expressdo apresente a menor taxa de variagdo entre as amostras analisadas, independente de

quaisquer condigdes experimentais ou tipo celular.

Para selecdo do gene normalizador foi avaliado a expressédo génica para quatro
controles endogenos: Rplp2, Hprtl, Gapdh, rRNA18S e Ppia. Os resultados foram analisados
utilizando o software NormFinder, que estima a variacdo na expressao dos genes. O gene
normalizador que se mostrou mais apropriado e que foi utilizado nesse trabalho foi Ppia e
Rplp2, para o tecido adiposo epididimal e inguinal respectivamente.

Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores

Iniciadores Numero de Forward (5°-3°) Reverse (5°-3°)
acesso
Rplp2  BC099697 GCGGACGATGAACGACTC CCAACACCCTGAGCGAGAC
Cebpa  AC_000069 TGT CCAGTT CACGGC TCA CGC AGC AGA AGG TGT TGG
GC AG
Ppary2  ABO011365 ACATCCCGTTCACAAGAG ACCGAGGCTCTACTTTGATC
Ppia XM _024302576.1 CAT GGA CAA GAT GCC ATG TGC CAG GGT GGT GAC
AGG ACC TTC

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software Graph Pad Prim. Os dados
apresentados em tabela foram expressos em média e desvio padrao. A normalidade (distribuicédo
Gaussiana) foi avaliada pelo teste Komolgorov-smirnov. Os dados de expressao génica foram
apresentados em expressdo relativa ao gene normalizador (2*-ACT) e foi comparada entre os
grupos dieta rica em carboidratos simples e dieta controle. Foi utilizado teste T de Student para

dados paramétricos e para dados ndo paramétricos pelo teste Mann-Whitney.

S. RESULTADOS

5.1 Parametros de caracterizacdo do modelo experimental
Os resultados apresentados abaixo foram obtidos durante o desenvolvimento do Projeto

“Efeito epigenético induzido por dieta hiperglicidica na regulagdo da expressao génica do tecido
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adiposo de ratos” e parte do projeto de tese desenvolvida por Isabela da Costa Fernandes, no
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas da UFOP.

5.2 Avaliacdo biométrica dos animais

O consumo alimentar e a ingestdo caldrica entre 0s grupos nao apresentaram diferenca

significativa conforme apresentado nas figuras 2 e 3.
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Figura 2: Ingestao alimentar didria média avaliada em gramas. DC: dieta controle; DCS: dieta rica em carboidratos
simples. A comparagdo das médias foi feita pelo teste fest ¢ student. Foi considerada diferenca estatistica

significativa quando * p<0,05.
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Figura 3: Ingestdo calérica média dos ratos submetidos ao experimento DC: dieta controle; DCS: dieta rica em
carboidratos simples. A comparacdo das médias foi feita pelo teste test ¢ student. Foi considerada diferenca
estatistica significativa quando * p<0,05.

A DCS influenciou a adiposidade dos animais, cujo grupo demonstrou maior indice

de adiposidade (p<0,0001), representado na tabela 3. N&o foi encontrada diferenca significativa

em relacdo ao indice de Lee.
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Tabela 3: Caracteristicas biométricas dos ratos Wistar alimentados pela DCS e DC por 15
semanas.

DC n=8 DCS n=12 p-valor
Ganho de peso corporal (g) 389+15,71 419+12,72 0,094
Branco Retroperitoneal 4,398+0,3052 8,707+0,6030 <0,0001*
Branco Inguinal 8,534+0,3815 11,55+0,6521 0,0026*
Branco Epididimal 5,097+0,1821 7,768+0,4177 <0,0001*
Marrom 0,722+0,0609 0,801+0,0969 0,5451
Indice de adiposidade 4,798+0,56 7,069+1,13 p<0,0001*
indice de Lee 0,3504+0,00304 0,3493+0,00453 0,8581

DC:dieta controle — DCS: carboidratos simples. A comparacao das médias foi feita pelo teste t de Student quando
os resultados tinham distribuicdo paramétrica e os dados foram apresentados na tabela em média +/- desvio padréo.
Houve diferenca estatistica significativa quando p<0,05.

5.3  Avaliacdo dos exames bioquimicos

Como mostra a tabela 4, percebe-se 0o aumento dos niveis de triglicerideos, VLDL-c e
creatinina. Ao passo que, houve diminuicdo dos niveis de LDL-c e ureia estatisticamente

significantes quando comparado aos animais alimentados pela dieta controle.

Os niveis de aspartato amino transferase-AST ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa na comparacdo de ambos 0s grupos, assim como nos resultados de alanina amino

transferase-ALT, colesterol total, HDL-colesterol e glicose.



Tabela 4: Pardmetros bioquimicos dos grupos analisados.

Parametros 15 semanas p-valor
DC(n=6) DCS(n=12)

AST ou TGO (U/L) 248,9+17,51 241,50+10,38 0,7032
ALT ou TGP (U/L) 95,53+4,90 83,17+6,13 0,07
Creatinina (mg/dL) 0,735 0,867 0,0003*
Ureia (mg/dL) 61,52+2,71 50,74+2,42 0,0149*
Colesterol (mg/dL) 111+74 97,5+4,1 0,10
VLDLc (mg/dL) 21,41+2,13 34,31+3,91 0,0409*
LDL-c (mg/dL) 46 21 p<0,0001*
HDL-c (mg/dL) 45,71+2,796 42,02+2,02 0,3058
Triglicerideos (mg/dL) 104,3+£11,03 169,7+17,55 0,0244*
Glicose (mmol/L) 5,71+0,333 6,60+0,50 0,33
HOMA-B 140+30,79 218+46,87 0,22
HOMA-IR 4 57 0,005*

DC: dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. A comparacao das médias foi feita pelo test t student quando
os resultados tinham distribuicdo paramétrica. E os dados foram apresentados na tabela em média +/- desvio
padrdo. O teste Mann-Whitney foi feito quando os dados eram ndo paramétricos e esses foram apresentados em
mediana. Houve diferenga estatistica significativa quando * p<0,05.

54  Avaliacdo da morfometria dos adipdcitos

A DCS foi capaz de influenciar a morfometria dos adip6citos. Os animais alimentados
pela DCS apresentaram hipertrofia dos adipocitos do tecido adiposo epididimal e inguinal (p
<0,05) em comparacao com 0s animais do grupo DC (figura 4).

Em relacdo ao nimero médio de adipdcitos o tecido adiposo epididimal dos animais
do grupo DCS apresentou numero de adipécitos inferior aos animais do grupo DC (p <0,05).
O nimero médio de adipdcitos integros do tecido adiposo inguinal ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos no periodo de 15 semanas (figura 5).
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Figura 4: Area média dos adipécitos do tecido adiposo branco epididimal (A) e inguinal (B) de ratos Wistar
alimentados com dieta rica em carboidratos simples. DC: dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido
epididimal DC: n=5 DCS:n=5; tecido inguinal DC:n=7; DCS:n=7. Foi realizado teste Mann-Whitney para ambos o0s
tecidos e valor de * p <0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 5: Nimero médio dos adipécitos do tecido adiposo branco epididimal (A) e inguinal (B) de ratos Wistar
alimentados com dieta rica em carboidratos simples. DC:dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido
epididimal DC (n=5); DCS(n=5); Tecido inguinal DC (n=7); DCS (n=7). Foi realizado test t student para ambos 0s
tecidos e valor de * p <0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.
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Figura 6: Fotomicrografias de se¢des histoldgicas de tecido adiposo branco epididimal de ratos Wistar registradas
em aumento de 40x. Aspecto histolégico normal evidenciando parénquima preenchido por células adiposas
uniloculares permeadas por estroma conjuntivo. Corado por Hematoxilina-Eosina. Barra=50 um. DC-grupo que
recebeu dieta controle; DCS- grupo que recebeu dieta rica em carboidratos simples.
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Figura 7: Fotomicrografias de se¢des histologicas de tecido adiposo branco inguinal de ratos Wistar registradas
em aumento de 20x. Aspecto histolégico normal evidenciando parénquima preenchido por células adiposas
uniloculares permeadas por estroma conjuntivo. Corado por Hematoxilina-Eosina. Barra=50 um. DC-grupo que
recebeu dieta controle; DCS- grupo que recebeu dieta rica em carboidratos simples.

5.5  Avaliacdo do conteudo lipidico e das dosagens extraidas do tecido adiposo branco

Os animais alimentados com a DCS apresentaram menor contetdo lipidico e menor
dosagem do colesterol total extraidos do tecido adiposo epididimal (p <0,05) (figura8e 9). O
tecido inguinal ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao teor de

lipideos e em relagdo a dosagem do colesterol total (figura 8 e 9).

A DCS foi capaz de diminuir a dosagem da fracdo HDL do colesterol em ambos os
tecidos adiposos (p<0,05) (figura 11). Por outro lado, os triglicerideos extraidos dos tecidos

demonstraram dosagens equivalentes entre os grupos analisados (figura 10).
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Figura 8: Teor de lipideos teciduais extraidos em tecido adiposo branco epididimal (A) e inguinal (B) de ratos Wistar
alimentados com dieta controle e dieta carboidratos simples. DC: dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples.
Tecido epididimal DC (n=7); DCS(n=11); Tecido inguinal DC (n=8); DCS (n=10). Foi realizado test t student para
ambos os tecidos e valor de * p <0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.
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Figura 9: Dosagem de colesterol total (mg/dL) em lipideos teciduais extraidos por Folch em tecido adiposo branco
epididimal (A) e inguinal (B). DC:dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido epididimal DC (n=8);
DCS(n=12); Tecido inguinal DC (n=8); DCS (n=12). Foi realizado test t student para ambos os tecidos e valor de * p
<0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.
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Figura 10: Dosagem de triglicerideos (mg/dL) em lipideos teciduais extraidos por Folch em tecido adiposo branco
epididimal (A) e inguinal (B). DC: dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido epididimal DC (n=8);
DCS(n=12); Tecido inguinal DC (n=8); DCS (n=12). Foi realizado teste Mann-Whitney e test t student
respectivamente e valor de * p <0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.
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Figura 11: Dosagem de colesterol HDL (mg/dL) em lipideos teciduais extraidos por Folch do tecido adiposo branco
epididimal (A) e inguinal (B). DC: dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido epididimal DC (n=8); DCS
(n=12); Tecido inguinal DC (n=7); DCS (n=11). Foi realizado test t student e teste Mann-Whitney respectivamente e
valor de * p <0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.

5.6  Avaliacdo da expressdo génica

A expressdo génica de PPARy2 foi menor no tecido adiposo inguinal dos animais
alimentados com DCS (p <0,05) e ndo apresentou diferenca estatistica em sua expressdo no
tecido epididimal ao comparar os grupos (figura 12).

A expressao génica do CEBPa ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos em
ambos os tecidos analisados (figura 13).
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Figura 12: Expressdo relativa ao constitutivo do fator de transcricdo Ppary2 do tecido adiposo branco epididimal
(A) e inguinal (B). DC:dieta controle; DCS: dieta carboidratos simples. Tecido epididimal DC (n=5); DCS (n=5);
Tecido inguinal DC (n=7); DCS (n=7). Foi realizado test t student e test e Mann-Whitney respectivamente
e valor de * p <0,05 foi considerado, estatisticamente, significante.
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Figura 13: Expressdo relativa ao constitutivo do fator de transcricdo Cepba no tecido adiposo branco epididimal
(A) e inguinal (B). DC:dieta controle; DCS:dieta carboidratos simples. Tecido epididimal DC (n=5); DCS (n=5);
Tecido inguinal DC (n=7); DCS (n=7). Foi realizado teste Mann-Whitney e valor de * p <0,05 foi considerado,
estatisticamente, significante.

6. DISCUSSAO

Anteriormente, atribuia-se a etiologia da obesidade ao consumo excessivo de
alimentos ricos em gordura. Atualmente, sabe-se que a restricdo de gorduras isoladamente na
maioria dos casos analisados, ndo contribuiu para reducdo da prevaléncia da obesidade e do
desenvolvimento de suas comorbidades uma vez que, tal restri¢cdo é acompanhada pelo aumento
do consumo de carboidratos (FERRETTI; MARIANI, 2017). Nesse sentido, 0 consumo de
carboidratos simples ganhou destaque ao ser associado ndo s6 a obesidade, mas também ao
aumento do risco de desenvolvimento de doencas de base metabolica, como o diabetes mellitus
tipo Il e doencas cardiovasculares (RIPPE; ANGELOPOULOS, 2016).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou o efeito temporal da ingestdo crénica da DCS.
A ingestdo pos-desmame durante 4, 8, 12 e 18 semanas induziu alteracBes nos parametros
bioquimicos sem necessariamente apresentar o aumento da massa corporal (OLIVEIRA et al.,
2020; SANTOS, 2018). Esses resultados foram associados a hiperplasia e hipertrofia dos
adipdcitos e a regulacdo positiva da expressdo de genes das vias pré-adipogénicas (Ppary) e
regulagdo negativa de sinais anti-adipogénicos no tecido adiposo retroperitoneal (QUEIROZ et
al., 2014). Tais resultados motivam a continuacdo das investigacOes acerca das adaptacdes
metabolicas observadas no tecido adiposo ocorridas durante os intervalos criticos de
desenvolvimento, se seriam suficientes para preservar a homeostase metabélica e prevenir o

desenvolvimento de um fendtipo mais patolégico, durante uma exposicao crénica da DCS.
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No presente estudo, ainda que a DCS tenha menor teor calérico por grama de dieta em
relacdo a DC, a média de ingestdo de dieta em gramas ndo demonstrou diferenca entre os
grupos, bem como a ingestdo calorica total dos animais. No entanto, a ingestdo da DCS foi

capaz de propiciar o aumento da adiposidade dos animais e alteracdes no perfil lipidico.

A DCS também foi capaz de induzir alteragdes na composicéo corporal com 0 aumento
na massa dos tecidos adiposos brancos epididimal e inguinal. Anteriormente foi observado o
aumento da massa dos tecidos adiposos retroperitoneais, epididimais e inguinais de animas
alimentados pela DCS ao final de 4, 8 e 18 semanas corroborando com os achados do presente
estudo (OLIVEIRA et al., 2020; SANTOS, 2018).

De acordo com os dados da avaliacdo biométrica, foi constatado maior indice de
adiposidade dos animais alimentados com a DCS (tabela 3). Por outro lado, ao comparar o

indice de Lee ndo foi encontrada diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s grupos.

Diante de estudos desenvolvidos anteriormente em nosso grupo de pesquisa, € possivel
afirmar que houve uma progresséo do indice de adiposidade dos animais alimentados pela DCS,
visto que foi encontrado aumento da adiposidade ao final de 12 semanas dos procedimentos
experimentais, precedente as alteracdes no indice de Lee e no peso corporal, assim como no

presente estudo com 15 semanas de ingestdo da dieta (QUEIROZ et al., 2014).

Somente com 18 semanas de uso da dieta que foi observado aumento no indice de Lee,
o que reforca a hipotese de que a ingestdo de aclcar e o consequente desenvolvimento de
obesidade ndo estdo associados a0 maior consumo energético e sim a ingestdo prolongada da
dieta (OLIVEIRA et al., 2020).

O indice de Lee é uma ferramenta amplamente utilizada para mensuracéo da obesidade
em ratos e equivale ao indice de massa corporal (IMC) empregado na classificacdo do estado
nutricional para humanos. Sendo assim, outros pardmetros antropométricos sao Uteis e
necessarios para estimar a composi¢édo corporal, considerando que, tanto o indice de Lee como
o IMC, nédo diferem a massa associada ao musculo ou a gordura corporal. (MALAFAIA et. al,
2013).

Por outro lado, o indice de adiposidade representa melhor a evolucdo da massa dos
tecidos adiposos sob a massa corporal total ao considerar em seus célculos a massa de todos 0s

tecidos adiposos em relacdo a massa corporal (MALAFAIA et al., 2013).
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Além disso, outro estudo que forneceu racdo suplementada com sacarose 300g/l na
agua aos animais demonstrou evolucdo dos tecidos adiposos retroperitoneal e gonadal sem
diferenca no indice de Lee (MALAFAIA et. al, 2013), corroborando com os resultados deste

presente estudo.

Dessa forma, o consumo frequente de uma dieta rica em carboidratos simples estimula
a via de sintese de acidos graxos provenientes da glicose, 0 que proporciona 0 armazenamento
de gordura, aumento da adiposidade e, consequentemente, o ganho de peso e pode conduzir
humanos e roedores ao sobrepeso e obesidade (QUEIROZ et al., 2014; ANGELOPOULOS,
2016; SANTQOS, 2018). Desta maneira, no presente estudo, o indice de adiposidade do grupo
DCS pode estar associado ao consumo da dieta, assim como aumento da gordura corporal,

refletindo a evolugdo da massa dos tecidos adiposos.

Tao importante quanto mensurar a gordura corporal total, € a identificacdo da forma
pela qual a gordura esta distribuida pelo corpo. O excesso de tecido adiposo localizado na regido
abdominal (obesidade central ou androide) estd intimamente relacionado ao risco de

desenvolvimento de disfungfes metabdlicas e a doencas cardiovasculares (PINHO et al., 2018).

Outro estudo também apontou que o aumento da circunferéncia da cintura e dos niveis
séricos de triglicerideos simultaneamente, ou chamado fen6tipo da cintura hipergliceridémica
(FCH) para homens e mulheres foi associado a obesidade, risco cardiovascular e,
especialmente, a sindrome metabdlica (FREITAS et. al., 2018).

A obesidade, sobretudo a visceral, predispde a disfuncao dos adipdcitos e 0 aumento do
transito de adipocinas pré-inflamatorias na corrente sanguinea, podendo resultar em disfuncédo
endotelial, remodelacdo vascular, aterosclerose, deslipidemais, hipertensdo arterial, além de

resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo Il (MOLICA et al., 2015).

A DCS foi capaz de provocar o aumento dos niveis séricos de triglicerideos e VLDL-c
nos animais analisados no presente estudo. A literatura atribui essa alteracdo ao aumento da
lipogénese hepatica via responsavel pela sintese de acidos graxos a partir de carboidratos em
excesso provenientes da dieta. Portanto, aumentando a sintese enddgena de triglicerideos, a
producdo e secrecdo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) nos niveis séricos
(STRABLE; NTAMBI, 2010).
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Essas alteracbes do metabolismo lipidico também foram observadas em outros
estudos, nos quais os animais foram alimentados pela DCS por um periodo de 4 e 8 semanas
(SANTQOS, 2018), 12 semanas (QUEIROZ et al., 2014) e 18 semanas (OLIVEIRA et al., 2020).

Embora a DCS tenha aumentado os niveis séricos de triglicerideos e VLDL dos
animais, os niveis do colesterol LDL diminuiram nesse grupo. Pesquisas anteriores
demostraram que, ao reduzir os lipideos provenientes da dieta e aumentar os carboidratos, sem
que ocorra alteracdo do aporte calérico total, como observado na composi¢do da DCS do
presente estudo, é presumivel a hipertrigliceridemia concomitante com a reducéo dos niveis de
LDL (POLACOW E LANCHA, 2007).

Apesar de euglicémicos os animais alimentados pela DCS apresentaram resisténcia a
insulina, avaliada por meio da elevacdo do HOMA-IR. Assim como no estudo de Oliveira
(2020), no qual os animais alimentados pela DCS ao final de 18 semanas, além de resisténcia a
insulina, apresentaram intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e aumento da fungéo secretora
das células 3, elucidando o comprometimento da sensibilidade a insulina em funcéo da ingestéo
crénica da dieta (OLIVEIRA et al., 2020).

Entre os impactos observados nos parametros bioquimicos, a dieta rica em
carboidratos simples induziu a reducédo dos niveis de ureia dos animais em comparagao ao grupo
DC. Sabe-se que a ureia sofre influéncia do catabolismo proteico (NEMER; NEVES;
FERREIRA, 2012). Nesse sentido, a redugdo dos niveis de ureia no soro observada neste estudo
e em outros envolvendo uma dieta rica em carboidratos simples (SANTOS, 2018) e
(OLIVEIRA et al., 2020), pode ocorrer em funcdo do menor teor de proteinas da DCS (17,89%)

em comparagdo a composicao da dieta controle (28,1%).

A ingestdo da dieta rica em carboidratos simples, ainda que isocalérica, quando
comparada com a dieta controle, foi capaz de induzir a hipertrofia dos adipdcitos epididimais e
inguinais dos animais alimentados pela dieta. Nesse contexto, a hipertrofia celular do tecido
adiposo ocorre quando os adipécitos evoluem de tamanho para 0 armazenamento de lipideos
em funcédo da hiperinsulinemia, causada pelo consumo de alimentos de alto indice glicémico
(REILLY E SALTIEL, 2017), como o agucar e leite condensado.

Este resultado assemelha-se aos estudos anteriores desenvolvidos no laboratério em

que a DCS induziu a hipertrofia de depdsitos de gordura visceral, como nos adipdcitos do tecido
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adiposo retroperitoneal de ratos Wistar, alimentados pela dieta durante 4, 8, 12 e 18 semanas
(SANTOS, 2018; QUEIROZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2020).

Em geral, os adipdcitos viscerais exibem potencial adipogénico aumentado em relacdo
aos adipdcitos subscutaneos em adultos obesos (HACZEYNI; FARRELL 2018). No entanto,
no presente estudo a DCS induziu hipertrofia tanto nos adipdcitos viscerais do tecido adiposo
epididimal como nos adipocitos subcutaneos do tecido adiposo inguinal, concordando com a
literatura que relata que os dois tipos de depositos adiposos séo capazes de se expandirem na
obesidade, contribuindo com a disfuncdo tecidual (BARGUT et al., 2016).

Guillermier e Cols (2017) observaram a hipertrofia dos adipdcitos do tecido adiposo
epididimal, apds a oferta de uma dieta hiperlipidica durante 4 semanas, enquanto os depdsitos
subcutaneos apresentaram hipertrofia apenas 2 meses depois da ingestdo da dieta, reforcando a

distinta dindmica adipogénica entre os diferentes territorios gordurosos em roedores.

Quando hipertrofiado o tecido adiposo estimula a cascata de citocinas pro-
inflamatorias induzindo a hipdxia celular, inflamacdo e o recrutamento de macréfagos
exacerbando a resisténcia a insulina (CHOE et al., 2016). Apos atingir um limiar de hipertrofia
ocorre a hiperplasia dando continuidade ao armazenamento energético. A hiperplasia dos
adipdcitos, por sua vez, permite que o metabolismo energético do tecido adiposo seja
reestabelecido. Dessa forma, por meio do citoesqueleto preservado o adipdcito € capaz de
realizar a regulacdo do metabolismo em resposta a insulina (CHOE et al., 2016).

Em estudos realizados anteriormente, encontra-se hiperplasia do tecido adiposo
retroperitoneal de animais alimentados com DCS durante 12 semanas. (QUEIROZ et al., 2014)
e esse fendmeno pode ser observado também ao final de 18 semanas (OLIVEIRA et al., 2020).
No entanto, no presente estudo, apesar de ter constatado a hipertrofia do tecido adiposo
epididimal, ndo houve hiperplasia nesse tecido ao final de 15 semanas dos animais do grupo
DCS.

Esses dados sugerem que a hipertrofia e a hiperplasia ocorrida aproximadamente a altura
das 12 semanas do procedimento experimental, como observado anteriormente em nosso grupo
de estudo, foram suficientes para dar continuidade ao armazenamento lipidico nos adipocitos
dos animais ao longo das 15 semanas de ingestdo da DCS sem que houvesse a necessidade de
formagéo de novos adipocitos. No entanto, com a ingestdo crénica da DCS ao longo de 18

semanas demonstrou que o aumento na demanda de armazenamento lipidico induziu
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novamente o processo de adipogénese e hiperplasia do tecido adiposo retroperitoneal/visceral
a fim de dar continuidade ao armazenamento eficiente dos produtos da sintese endégena de
triglicerideos (QUEIROZ et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2020).

Além disso, os tecidos adiposos inguinais dos animais do presente estudo néo
apresentaram hiperplasia. Contudo, estudos anteriores indicam que o grau de potencial
adipogénico dos depositos subscutaneos, caracterizam-se um fator de adaptacdo contra o
agravante das comorbidades metabolicas da obesidade (HACZEYNI; FARRELL, 2018).

Nesse sentido, o conceito de que existe uma maior plasticidade dos adipécitos do
tecido adiposo subcutdneo em relacdo aos depdsitos viscerais reforca que a obesidade
central/androide com hipertrofia dos adipdcitos de viscerais contribui para a gravidade as
condicdes do estado metabolico quando comparada a obesidade do tipo ginoide (HACZEYNI,;
FARRELL, 2018). Ja é amplamente reconhecido que o excesso de tecido adiposo visceral
contribui para a R através secrecdo exacerbada de adipocinas inflamatérias, como interleucina-
6, fator de necrose tumoral-a, proteina quimioatraente de macrofago-1 e resistina (MOON et
al., 2019).

Outro agravante do acumulo de tecido adiposo visceral, é a reducdo dos niveis
plasmaéticos da adiponectina na obesidade visceral, uma vez que a adiponectina é uma adipocina
anti-inflamatoria e ateroprotetora que reduz a gliconeogénese hepética e aumenta a captacdo de
glicose e a sensibilidade a insulina sistémica, portanto desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento da RI (MOON et al., 2019).

O tecido adiposo epididimal, como ja descrito anteriormente, € caracterizado como um
depdsito visceral. Sendo assim, é reconhecido por ser um tecido mais ativo do que o tecido
inguinal devido a maior sensibilidade a lip6lise mediada pela insulina consequentemente
liberando 4&cidos graxos livres por meio do sistema porta hepético (HERMSDORFF;
MONTEIRO, 2004). Esse mecanismo pode ser responsavel pelo menor teor do contetdo
lipidico e menor nivel de colesterol total extraido e dosado no tecido epididimal dos animais

DCS, objetos de analises deste estudo.

No entanto, a DCS foi capaz de reduzir os niveis de HDL em ambos os tecidos
analisados. Esse resultado evidencia a relagdo entre a obesidade visceral e o potencial
aterogénico frente a hipertrigliceridemia causada pela ingestdo crénica de carboidratos simples.

Sabe-se que a manutengdo basal dos niveis de HDL plasmaticos desempenham um papel
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ateroprotetor contra o desenvolvimento de dislipidemia secundéarias a obesidade
(SUBRAMANIAN; CHAIT, 2012).

Além disso, ndo houve diferenca significativa na expressdo do fator de transcrigdo
PPARy2 no tecido adiposo epididimal constatado neste estudo. Sabe-se que o PPARy2, além
de atuar na diferenciacdo dos adipdcitos, favorece a funcionalidade do tecido adiposo regulando
genes envolvidos na captagdo e no armazenamento lipidico. (CORRALES; VIDAL-PUIG,;
MEDINA-GOMEZ, 2018). Estudos anteriores ja relataram que a auséncia completa desse fator
de transcricdo induziu um fendtipo composto por adipdcitos hipertroficos com hiperplasia
reduzida além de acidos graxos plasmaticos elevados, assim como os resultados neste estudo
(HE et al., 2003). Desta maneira, é provavel que a reducdo da expressdo significativa do
PPARy2 no tecido adiposo epididimal seja um obstaculo para o remodelamento do tecido
adiposo e manutencdo do armazenamento eficiente de lipideos e da flexibilidade metabdlica.
(HE et al., 2003).

Estudos desenvolvidos anteriormente constataram que a auséncia total da expressao
do PPARy2 no tecido adiposo branco comprometeu a cascata de sinalizacdo e expressdo de
fatores envolvidos na diferenciagdo celular, na captacao, transporte e armazenamento de acidos
graxos, como também os genes que codificam proteinas secretadas em relacdo aos animais
controle com expressao inalterada desse fator. Posteriormente, esses resultados também foram
visiveis no tecido epididimal e inguinal. (BOOTH et al., 2017). Nesse sentido, é possivel
justificar que a falta de expressdo significativa de PPARy2 no tecido epididimal pode ter
comprometido a expressao de diversos fatores, incluindo o CEBPa. (BOOTH et al., 2017).

A dieta rica em carboidratos simples indiziu a down regulation do PPARy2 no tecido
adiposo inguinal neste estudo. Esse resultado corrobora com achados anteriores que indicam
gue o comprometimento da obesidade esta relacionado a diminuicdo desse fator de transcricdo
e, consequentemente, conduzindo alto grau de inflamacédo, angiongénese e fibrose do tecido
adiposo branco. (CORRALES; VIDAL-PUIG; MEDINA-GOMEZ, 2018). Contudo, a
regulacao equilibrada do PPARy2 esté associada a manutencao da hiperplasia dos adipocitos e
da sensibilidade & insulina. (CORRALES; VIDAL-PUIG; MEDINA-GOMEZ, 2018).

Em geral, sabe-se que o PPARy2 e CEBPa desempenham, de maneira cooperativa, um
papel fundamental na diferenciacdo e maturagdo dos adipocitos (MOSETI; REGASSA; KIM,
2016). No entanto, a auséncia de expressao significativa do CEBPo. no tecido adiposo inguinal
também pode estar vinculada a particularidade adipogénica desse tecido, pois ha evidéncia de
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que a auséncia do CEBPo. em camundongos ndo interferiu no desenvolvimento do tecido
adiposo inguinal (SHEN et al., 2016).

7. CONCLUSAO

A ingestdo isocalOria entre os grupos evidencia o impacto que a DCS possui sob a
homeostase metabolica governada pelo tecido adiposo. A ingestdo da DCS durante 15 semanas
induziu 0 aumento da massa dos tecidos adiposos epididimal e inguinal, refletindo no aumento
do indice de adiposidade dos animais. A plasticidade dos adip6citos também foi influenciada
pela DCS e ambos os tecidos apresentaram hipertrofia. No entanto, alteracGes na expressao do
Ppary2 podem representar um obstaculo para o remodelamento do tecido adiposo epididimal e
inguinal. Os pardmetros glicometabolicos indicam que a DCS estimulou a sintese de
triglicerideos e VLDL-c, além de conduzir a resisténcia a insulina em animais euglicémicos.
No entanto, o tecido adiposo epididimal demonstrou reducdo da expressdo significativa do

Ppary2 e Cebpa e, consequentemente, menor hiperplasia dos adipocitos.

Esses resultados corroboram com a literatura que evidencia a complexidade
metabdlica da obesidade com predominancia de acimulo de gordura nos depdsitos viscerais.
Nesses casos, a hiperplasia pode ser um recurso de adaptacdo da obesidade com a finalidade de

moderar a resisténcia a insulina.

Sendo assim, é possivel concluir que a hipertrofia dos tecidos adiposos foi suficiente
para armazenar os produtos da sintese enddgena de triglicerideos estimulada pela DCS sem que
houvesse a necessidade da hiperplasia desses tecidos adiposos, esse dado é reforcado pela
reducdo da expressao significativa dos sinais adipogénicos (PPARy2 e CEBPa). Esse é um
retrato do periodo critico de desenvolvimento da exposi¢do a dieta durante 15 semanas.
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9. ANEXO
l.

Certificado de aprovagéo do protocolo n® 2016/26 do uso de animais.

MINISTERIO DA EDUCACGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitaro - Mo da Cruzeirg = ICEB-I, Sala 28
35400-000 » Ouro Preda - MG - Brasil
Fone (31) 3559 -1368 Fax (31) 3558-1370
Email:

ufon be

CERTIFICADO

Cerlificamos que o protocolo do projeto com uso de animais n®. 2016/24,
intitulodo “Efeifo da diefa rica em carboidratos simples e dieta rica em
gorduras sobre a modulacdo metabdlica e cardiovascular em ratos Wistar
freinados por naftagdo: Fase ll- andlises epigenéticas”, que tem como
responsavel of/a Prof(a). Dr(a). Lenice Kappes Becker, foi aprovado pela
Comiss@o de Efica no Use de Animais da UFOP — CEUA/UFOP, de acordo
com tabela abaixo:

Dados dos Animais Aprovados

Espécieflinhagem N.* de Animais Idade Sexo Procedéncia
Ratos Wistar 130 22 dias Macho CCAJUFCP
Restricdo de dieta: [ X ) sim (| ) ndo

Especificar a dieta: Dieta controle grupos 1, 4, 5, 8/ Dieta rica em acicar

grupos 2, 3, 6 e 7/ Dieta Hiperipidica grupos 9 & 10.

Este Cerfificado expira em: 15/07/2020

Quro Preto, ¢ de junho de 2014,

Prof.® Dr.” Lenice Kappes Becker
Coordenadora da CEUA/UFOP
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