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RESUMO

Introducdo: A obesidade é uma doenca multifatorial e amplamente encontrada na sociedade
atual, sendo uma epidemia em todos os paises do mundo e podendo, entdo, ser considerada
um problema de satde publica, visto a sua relagdo com o desenvolvimento de doengas
cardiacas, neuroldgicas e metabolicas. A sindrome metabodlica (SM), uma das condigdes
geradas pela obesidade, ¢ uma condi¢cdo clinica complexa definida por um conjunto de
alteragdes metabolicas, determinada pela presenca de obesidade, dislipidemia, hipertensao
arterial e resisténcia insulinica. J4 o estresse estd constantemente presente em nossa
populacdo, tanto em individuos saudaveis, quanto em pessoas em situacdo de hospitalizacao.
Desta forma, os fatores estressores podem ser de diferentes naturezas ¢ podem influenciar de
diversas formas o individuo, expressando sintomas fisicos e/ou psiquicos e, com isso,
podendo provocar alteragdes metabolicas e hormonais no organismo.

Objetivo: Identificar os efeitos do estresse sobre parametros metabdlicos em ratos Wistar
submetidos ao modelo de dieta hiperlipidica.

Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo experimental, com abordagem quantitativa,
realizada com 32 ratos da espécie Rattus novergicus, que foram submetidos a um modelo de
dieta hiperlipidica e, também, ao estresse de isolamento.

Resultados: observou-se o aumento da ingesta do alimento palatavel e elevacdo do consumo
alimentar, posterior a duas semanas de estresse (p<0,0001). Apos, 0 uso cronico da dieta
hiperlipidica houve maior acimulo de gordura abdominal, retroperitoneal (p<0,01) e visceral
(p<0,02; p<0,007), aumento do tecido cardiaco (p<0,0001), além de elevar os niveis de
colesterol (p<0,001) e triglicerideos plasméaticos (p<0,001), assim como aumentar a
concentracdo de triglicerideos (p<0,0002) e de glicogénio (p <0,02) no tecido hepatico e,
elevar as reservas de glicogénio no figado, devido ao estresse (p<0,001).

Conclusdo: A dieta induziu efeitos sobre parametros morfoldgicos, sorologicos, sobre as
reservas de carboidratos e de lipidios no figado e na gordura visceral e retro peritoneal.
Contudo, apesar do aumento da ingesta do alimento palatdvel e elevacdo do consumo
alimentar, posterior a duas semanas de estresse, ndo foram observados grandes impactos do
isolamento sobre os dados coletados, inferindo que o tempo ou a severidade do agente
estressor ndo foram suficientes.

Palavras-chave: estresse fisioldgico; obesidade; dieta hiperlipidica.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca multifatorial e amplamente encontrada na sociedade atual,
sendo uma epidemia em todos os paises do mundo e podendo, entdo, ser considerada um
problema de saude puablica, visto a sua relacdo com o desenvolvimento de doencgas cardiacas,
neurologicas e metabodlicas (OMS, ROBERTS et al, 2018). A sindrome metabolica (SM), uma
das condig¢des geradas pela obesidade, ¢ uma condigdo clinica complexa definida por um
conjunto de alteragdes metabolicas, determinada pela presenca de aumento de tecido adiposo
visceral, dislipidemia, hipertensdo arterial e resisténcia insulinica. ASSImM, para que um
individuo seja diagnosticado com SM ¢ necessario que trés ou mais desses fatores existam em
conjunto (National Cholesterol Education Program ’s Adult Treatment Panel 111, 2001).

Ja o estresse esta constantemente presente em nossa populagdo, tanto em individuos
saudaveis, quanto em pessoas em situagdo de hospitalizacdo. Desta forma, os fatores
estressores podem ser de diferentes naturezas e podem influenciar de diversas formas o
individuo, expressando sintomas fisicos e/ou psiquicos e, com isso, podendo provocar
alteragdes metabolicas e hormonais no organismo (RIBEIRO et al, 2015; MACEDO, 2010).

Diariamente, depara-se no contexto hospitalar com pacientes em situagdo de estresse
elevado, por consequéncia da mudanga de ambiente, isolamento social e pelo enfrentamento
do estado de saude deficiente e, também, profissionais com alta demanda psicologica
ocupacional e sobrecarga de trabalho, gerando o estresse fisico e psicologico (GARBARINO,
MAGNAVITA, 2015; RIBEIRO et al, 2015; HERDMAN et al, 2015).

Pesquisas realizadas isoladamente em determinadas populagdes, no territdrio
brasileiro, mostram que cerca de 55% dos individuos desenvolvem a SM, sendo em sua
maioria mulheres com faixa etaria acima de 60 anos (LEAO, BARROS, KOIFAM, 2010;
NETO el al, 2016; VIEIRA, PEIXOTO, SILVEIRA, 2014; LAKKA, 2002). Além disso,
pesquisadores ja identificaram a relagdo entre estresse ¢ sindrome metabolica e, também,
associacdo entre o estresse, hipertensdo arterial e obesidade (MARMOT, BRUNNER, 2005;
ALVES et al., 2004).

Com isso, considera-se importante conhecer 0 impacto que o estresse apresenta em um
organismo metabolicamente desequilibrado, como ocorre em um sistema acometido pela
obesidade. Sendo assim, questiona-se: qual ¢ o efeito do estresse no metabolismo de ratos

submetidos ao modelo de dieta hiperlipidica?
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1.1 Obesidade

A obesidade, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ¢é definida por um
acumulo anormal ou excessivo de gordura capaz de impactar negativamente a salde do
individuo, podendo ser diagnosticada pelo célculo de indice de massa corporal (IMC) e,
estratificar o agravo da doenga, também, de acordo com o seu resultado, conforme mostra a
tabela 1 (Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2009). O IMC ¢ o resultado entre a razdo do
peso em quilogramas pelo quadrado da altura em metros (IMC= peso/(altura)?), sendo de fécil
e ampla utilizacdo, apesar de ndo estabelecer informacdes sobre a composicéo e distribuicao
da gordura corporal (YAO et al., 2002).

Tabela 1. Classificacdo de peso pelo IMC adaptada das Diretrizes Brasileiras de Obesidade
(2009).

CLASSIFICACAO IMC (Kg/m? RISCO DE COMORBIDADES

BAIXO PESO <185 Baixo
PESO NORMAL 18,5-24,9 Médio
SOBREPESO >25 -
PRE-OBESO 25,0a29,9 Aumentado
OBESO | 30,0a34,9 Moderado
OBESO Il 35,0a39,9 Grave
OBESO I11 >40,0 Muito grave

Fonte: Diretrizes Brasileiras de Obesidade, 2009.

Além disso, considera-se que seja a principal doenca crdnica ndo transmissivel, que se
encontra em diversos paises do mundo, gerando um maior risco para doencas metabdlicas,
cardiacas e neuroldgicas e, tornando-se, um problema de saude publica (ROBERTS et al,
2018). No Brasil estima-se que cerca de 32% da populagdo adulta possua algum nivel de
sobrepeso ou obesidade, sendo que 25% destes apresentam uma condic¢do grave da doenga
(OMS, 2010). Segundo Monteiro, Conde e Popkin (2001) os paises com maiores indices de
prevaléncia de obesidade séo 0s que apresentam um maior grau de pobreza e menor nivel de
escolaridade, visto que essas condic¢des viabilizam o maior consumo de alimentos de grande
densidade energética e maior palatabilidade, compostas basicamente de carboidratos e
gorduras, pelo seu baixo custo (DREWNOWSKI, SPECTER, 2004).
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O desenvolvimento da obesidade é o resultado do desequilibrio progressivo do
balanco energético, sendo consequéncia da maior ingesta de energia que o gasto dela,
resultando no armazenamento excedente em forma de gordura no organismo (RUTTERS et
al, 2012). Assim, os principais locais de deposicdo desta gordura variam conforme o sexo do
individuo, tendo seu maior armazenamento nos quadris e nas coxas nas mulheres (obesidade
ginodide) e na regido abdominal nos homens (obesidade andrdide), sendo que a obesidade
androide € mais comumente associada ao desenvolvimento de doencas secundarias, visto a
proximidade anatdmica dessa gordura ao sistema porta hepatico, podendo, entdo levar a uma
aceleracdo do desenvolvimento da esteatose hepéatica (HELPERN, RODRIGUES, COSTA,
2004; MONTEIRO, CONDE, POPKIN, 2001).

Com isso, atualmente, sabe-se que o tecido adiposo além de ter como funcdo o
armazenamento de energia, também, atua como 6rgao enddcrino, produzindo substancias que
agem de forma sistémica no organismo. O principal hormonio secretado pelo tecido adiposo é
a leptina, substancia que atua iniciando uma cascata de sinalizagcdo celular nos receptores
expressos no hipotdlamo que controlam o apetite, fazendo com que o individuo sinta-se
saciado e pare de ingerir alimentos (AGUIAR, MANINI, 2013). Além disso, esse hormdnio é
liberado em correlacdo direta com a quantidade de gordura armazenada, ou seja, quanto mais
tecido adiposo o individuo apresenta maior é a sua liberacdo, porém quanto maior for a
circulacdo desse horménio na corrente sanguinea, menor é o efeito de saciedade produzida
pelo SNC. Ademais, o excesso desse tecido faz com que haja a producdo de proteinas
inflamatdrias que, também, bloqueiam esse sinal, impedindo o controle da saciedade
(HELPERN, RODRIGUES, COSTA, 2004).

Além da leptina, a insulina, também liberada em quantidade proporcional ao tecido
adiposo no organismo, € um importante coadjuvante na regulacdo do apetite. Produzida e
secretada pelas células B pancreaticas, esse hormonio atua de forma anabolica, fazendo com
que haja aumento da captacao de glicose pelas células do corpo e, gerando uma diminuicao da
glicose circulante, aumentando, entdo o apetite. Ademais, a insulina tambem age na secrecéo
do hormbnio peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1), que aumenta o tempo do
esvaziamento géastrico, criando uma sensacdo de saciedade prolongada para o individuo
(HELPERN, RODRIGUES, COSTA, 2004).

Podemos observar que a obesidade se estende além dos habitos alimentares, gerando
prejuizo fisioldgico ao organismo e repercutindo de forma negativa em fatores hormonais,

metabdlicos e emocionais. Além disso, 0 estudo da obesidade e da ingesta de alimentos
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altamente caldricos, mostra-se necessario frente ao cenério atual do Mundo, em que grande

parte da populacdo apresenta, pelo menos, sobrepeso.

1.2 Sindrome Metabdlica

A sindrome metabodlica ¢ discutida desde os anos 80, quando o cientista Gerald
Reaven descreveu pela primeira vez a associacao do desenvolvimento da resisténcia a insulina
com a obesidade, hipertensdo arterial e dislipidemia, associando essas alteracdes
fisiopatologicas com a evolugdo de doencas cardiovasculares (REAVEN, 1985; REAVEN,
1993; FREITAS et al., 2008).

Atualmente, no Brasil, a Sociedade Brasileira de Cardiologia interpreta que um
individuo pode ser diagnosticado com sindrome metabdlica quando ha presenca de trés ou
cinco dos seguintes componentes: triglicerideos maior ou igual a 150 mg/dL; HDL-colesterol
menor que 40 mg/dL para homens e menor que 50 mg/dL para as mulheres; pressao arterial
maior ou igual a 130/85 mmHg; circunferéncia abdominal maior que 102 cm para homens e
menor que 88 cm para as mulheres e glicose de jejum maior ou igual a 110 mg/dL (NCEP-
ATP I11, 2005; FREITAS et al, 2008). Foi evidenciado em estudos que a soma destes fatores
aumenta significativamente a ocorréncia de doencas cardiovasculares, podendo elevar a taxa
de mortalidade em até 2,5 vezes em comparacgdo a individuos sem a sindrome (LAKKA et al,
2002).

Ademais, existem poucos estudos populacionais indicando a prevaléncia da SM,
consequéncia da diversidade de fatores causais da doenca, como raca, etnia, sexo e idade,
acarretando na dificuldade de comparacéo entre diferentes populagdes (FRANCO, 2009). Um
trabalho realizado em Cuiaba-MT, com 120 individuos, constatou uma prevaléncia de SM de
70,8%, com predominio entre as mulheres ¢ sem diferengas entre adultos e idosos (FRANCO,
2009). Ja em um estudo transversal realizado na cidade de Salvador, com um subgrupo
populacional de 1439 adultos, verificou-se a prevaléncia de SM em 19% dos individuos
(BARBOSA, 2006). Além disso, Ramires et al (2018) realizou uma analise secundaria da
Pesquisa Nacional de Saude de 2013, com representatividade nacional da populagdo adulta
brasileira, com uma amostra total de 59.402 pessoas, constatando prevaléncia de 8,9% de SM
na amostra populacional.

Ainda que a fisiopatologia da SM néo seja bem compreendida, sabe-se que o estilo de
vida e o0s habitos alimentares dos individuos impactam no desenvolvimento desta

comorbidade. Sendo assim, a inatividade fisica e o consumo de dietas ricas em gorduras
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aumentam o depdsito da gordura abdominal e, progressivamente, o desenvolvimento da
resisténcia insulinica (KAUR, 2014).

O excesso de tecido adiposo faz com que haja a liberacdo constante de acidos graxos
livres (AGL) no organismo, fazendo com que sua presenca nos tecidos resulte em mudancas
no metabolismo do corpo. No péancreas, por exemplo, a alta exposi¢cdo das células R-
pancredticas aos AGL pode gerar diminui¢do da sua funcdo, causando, por consequéncia, uma
reducdo da liberacdo de insulina no organismo, podendo levar ao desenvolvimento do
Diabetes mellitus tipo 1l (ABBASI et al., 2002; KAUR, 2014; SIRTORI et al., 2017). Desta
forma, verifica-se que a obesidade pode ser considerada o principal fator para o
desenvolvimento da SM, por desencadear alteragdes nos niveis séricos de lipideos e gerar a
resisténcia insulinica (VON DENTZ, 2018).

Com isso, observa-se que o desenvolvimento da sindrome metabdlica esta diretamente
relacionado com a obesidade, pois o tecido adiposo, além de ser uma reserva de gordura,
também atua como um o6rgdo enddcrino, realizando a liberacdo de metabdlitos, como as
adipocinas, que podem regular o metabolismo energético, a coagulagdo sanguinea ¢ as
respostas inflamatorias, de forma a acelerar o surgimento de doencas cardiovasculares
(KERSHAW, FLIER, 2004; KAUR, 2014; SIRTORI et al., 2017; VON DENTZ, 2018).

1.3 Estresse

Selye (1956) definiu pela primeira vez estresse como um conjunto de reagdes
sistémicas e ndo especificas que ocorrem quando o organismo estd exposto a algum agente
agressor. Essa reacdo ficou conhecida como “Sindrome da Adaptagdo Geral”, em que o corpo
desenvolve um conjunto de respostas que podem progredir em trés fases: 1. reacdo de alarme,
no qual o corpo reconhece o0 estressor e ativa 0 sistema nervoso autbnomo; 2. fase de
resisténcia, que ocorre horas apds a exposicao e gera a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal; e 3. fase de exaustdo, na qual o corpo desenvolve uma patologia associada a condi¢éo
estressante (FIGUEIRAS, HIPPERT, 2002).

Segundo Pinheiro e Estarque (2000), o estresse pode ser definido como “um conjunto
de reacGes organicas e psiquicas de aclimatacdo que o organismo apresenta quando é exposto
a qualquer estimulo que excite, irrite, amedronte ou o faga muito feliz”. J4, para Chiavenato
(1999), “estresse ¢ um conjunto de reagdes fisicas, quimicas e mentais de uma pessoa a
estimulos ou estressores no ambiente”.

Diariamente, nos deparamos no contexto hospitalar com pacientes em situacdo de

estresse, por consequéncia da mudanca de ambiente, isolamento social e pelo enfrentamento e
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estado de saude deficiente e, por outro lado, também observamos profissionais da saide com
uma alta demanda psicolégica ocupacional e sobrecarga de trabalho, gerando o estresse fisico
e psicolégico (GARBARINO, MAGNAVITA, 2015; RIBEIRO et al., 2015; HERDMAN et
al, 2015). Com isso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) trata o estresse como uma
epidemia global e estima que cerca de 35% dos trabalhadores ocupados tenham algum tipo de
transtorno mental relacionado ao estresse agudo ou crénico (PANIZZON, LUZ,
FENSTERSEIFER, 2008; JACQUES, 2004).

A resposta do organismo a fatores estressores ocorre por meio de dois mecanismos
fisioldgicos: pelo sistema nervoso autonomo (SNA) e pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
com agdes complementares disseminadas por todo o organismo. O SNA é responsavel pela
resposta imediata ao agente agressor, em que ocorre a liberacéo de adrenalina pela medula da
glandula suprarrenal e noradrenalina pelas fibras ganglionares para a corrente sanguinea,
gerando aumento da frequéncia cardiaca, respiratoria e da pressdo arterial, contracdo do baco,
liberacdo de glicose pelo figado, redistribuicdo sanguinea e dilatagdo das pupilas (AIRES,
2012; SANTOS, SANTOS, 2005; HALL, GUYTON, 2017).

Ja o eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal altera os niveis de glicocorticoides, como o
aumento do cortisol e a diminui¢do da adrenalina, na circulacdo sanguinea. A liberacdo desses
hormdnios ocorre na fase de resisténcia, quando o corpo ja se aclimatou a presenca do agente
estressante, 0 que pode ocorrer horas ou dias apos a exposicao.

Sendo assim, a liberacdo do cortisol se da na zona fasciculada da glandula adrenal e
sua producdo ocorre quando ha estimulo do hormdnio adrenocorticotréfico hipofisario
(ACTH), que por sua vez é regulado pelo horménio regulador de corticotrofina (CRH)
produzido pelos neurdnios paraventriculares do hipotdlamo (conforme figura 1). Seu ciclo de
liberacdo e inibicdo ocorre, basicamente, pelo ritmo circadiano proprio de cada individuo,
sendo que a duracdo de horas-luz, ciclo de alimentacdo, horas de sono, estresse, entre outros
podem afetar sua liberacdo. Normalmente, a producéo de cortisol &€ maior pela manha, com
niveis menores de circulagcdo no periodo da tarde e ao anoitecer e, aumentando novamente
durante o sono (GUYTON, 2017; AYALA, 2002).
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Figura 1. Exemplo da regulagdo da liberagdo de cortisol pelo eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(CONSTANZO, 2014).

A atuacdo desse hormdnio é sistémica e, em um organismo em desequilibrio, o
aumento do cortisol pode ter repercussdes no figado, aumentando a gliconeogénese; no tecido
0sseo gerando catabolismo; nos musculos causando protedlise e levando a um quadro de
fraqueza e mialgia; no tecido adiposo, promovendo lipolise e aumentando a quantidade de
triglicerideos e LDL circulantes e um aumento da deposi¢do de gordura nas visceras; nos
tecidos linféides causando efeitos imunossupressores; no aparelho digestério aumentando a
motilidade gastrointestinal e, consequentemente, 0 aumento do apetite; e no sistema nervoso
levando a falha e prejuizo da memoria (SILVERTHORN, 2017; ANDREWS, WALKER,
1999; KOEPPEN, STANTON, 2009; SOARES, ALVES, 2006; ROSA, ALBIOL,
SALVADOR, 2009; REIS et al, 2007; AIRES, 2012; SANTOS, SANTOS, 2005; HALL,
GUYTON, 2017).

Além disso, segundo Adam e Epel (2007) a exposi¢do ao estresse cronico, tanto em
estudos com humanos quanto em animais, pode levar ao aumento da ingesta de alimentos
altamente palataveis e, consequentemente elevar a deposicdao de gordura, em decorréncia da

ativacdo do sistema de recompensa no cérebro pela alta exposi¢do do organismo ao cortisol
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circulante. Porém, o aumento da ingesta alimentar durante o estresse pode depender de alguns
fatores como o tipo de fator estressante, 0 sexo do individuo, o sobrepeso e a dieta consumida
no dia-a-dia (GREENO, WING, 1994).

Diante do exposto, verifica-se que 0 estresse apresenta um impacto significativo em
alteracdes no metabolismo do organismo, podendo influenciar de forma negativa o
desenvolvimento e/ou agravamento da obesidade, visto que individuos acometidos por essa
patologia ja apresentam fatores predisponentes de alteragdes em seu metabolismo. Além
disso, pesquisadores ja mostraram associacao entre o estresse, hipertensdo arterial e obesidade
e, também, entre estresse e sindrome metabolica (MARMOT, BRUNNER, 2005; ALVES et
al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar os efeitos do estresse sobre parametros metabdlicos em ratos Wistar

submetidos ao modelo de dieta hiperlipidica.

2.2. Objetivos especificos

Identificar os efeitos da dieta hiperlipidica e do estresse sobre parametros

morfoldgicos;
Verificar os efeitos da dieta hiperlipidica e do estresse sobre a bioguimica de

parametros sorolégicos;
Analisar os efeitos da dieta hiperlipidica e do estresse sobre as reservas de

carboidratos e de lipidios no figado;
Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica e do estresse sobre as reservas de lipidios

na gordura visceral e retro peritoneal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, o qual ¢ definido por “determinar um objeto de
estudo, selecionar as varidveis que seriam capazes de influencid-lo, definir as formas de
controle e de observagdo dos efeitos que a variavel produz no objeto”, sendo considerada a
forma mais controlada de pesquisa no meio cientifico (GIL, 2008).

O estudo teve abordagem metodoldgica quantitativa, o qual enfatiza o raciocinio
dedutivo, a regra da ldgica e varidveis mensuraveis de experimentos, em que se adota
estratégias objetivas e rigorosas para gerar o conhecimento (LACERDA, COSTENARO,
2016).

3.2 Campo

Todas as etapas necessarias para a realizacdo da pesquisa aconteceram no Laboratorio
de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC), localizado no Instituto de Ciéncias
Bésicas de Salde, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), na cidade de
Porto Alegre. O projeto apresentou viabilidade de concretizacdo pela disponibilidade de uso
das dependéncias do LaMEC para as analises bioguimicas e manutencdo dos animais no

biotério da Farmacologia do ICBS.

3.3 Animais

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 32 ratos Wistar da espécie Rattus
novergicus machos, adultos com 30 dias de idade. Todos os animais foram cedidos pelo
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL), da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os ratos foram mantidos no biotério
setorial do Departamento de Farmacologia da UFRGS, localizado no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS), sob condicdes padrdes: ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura
controlada (21°C), umidade relativa do ar de 70%, racdo e agua a vontade. As caixas de
polipropileno utilizadas tinham como medidas 340 mm de largura x 410 mm de comprimento
x 200 mm de altura, sendo que ocorreram trés trocas de caixas por semana, com
aproximadamente 03 cm de cama de maravalha, previamente autoclavada. A lotacdo de cada
caixa foi de 4 animais no grupo controle sem dieta hiperlipidica, 3 animais no grupo que

recebeu dieta hiperlipidica e de 1 animal para o grupo de ratos em isolamento social. Os
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animais receberam racdo comercial para roedores (Nuvilab CR1®) ou ragdo modificada
durante todo o periodo experimental.

Os pesquisadores envolvidos no manuseio dos animais possuiam treinamento para
este fim, sendo que, também, eram treinados para identificar o desconforto/sofrimento de
animais de laboratdrio pelas caracteristicas fisicas e comportamentais, visando preservar,
principalmente, o seu bem-estar.

As instalacOes utilizadas apresentam-se em conformidade com a Lei Arouca n°
11.794, de 8 de outubro de 2008 e apresentam credenciamento e acompanhamento do

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.4 Dieta hiperlipidica

Ap0s o periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois
grupos: ratos controle (CTR) e ratos submetidos ao modelo de ingesta de dieta hiperlipidica
(DHL). Assim, para a inducdo de obesidade e SM, os animais do grupo DHL receberam dieta
hiperlipidica artesanal preparada conforme tabela 2, semanalmente, no proprio laboratorio,
sendo ela composta por 508,71 cal/100g (49% carboidrato, 8% de proteina e 31% de lipidios)
(VON DENTZ, 2018), por um periodo de 48 dias, sendo que ap6s 30 dias foi realizada a
dosagem de triglicerideos plasmaticos e da glicemia. J4, os animais controles receberam ragao
padrao Nuvilab CR1®, composta por 347,24 cal/100g, sendo 65% de carboidratos, 12% de
proteina e 5% de gordura (VON DENTZ, 2018).

Tabela 2. Composicdo da dieta hiperlipidica, composicéo caldrica referente a preparacdo de

2Kg de dieta.
INGREDIENTE  QUANTIDADE
Racédo padrao moida 7509
Banha 400g
Margarina 200g
Manteiga 100g
Sal 8¢
Espessante (CMC) 20g
Amido de milho 50g
Caseina 1509
Acucar 3509

Fonte: VON DENTZ, 2018.
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A dieta hiperlipidica foi realizada até o final do experimento, assim como os animais
controle receberam ragdo padrdo ao longo de todo o periodo experimental. Segundo a diretiva
europeia 86/609/EEC, que classifica os graus de severidade dos procedimentos laboratoriais
com animais, caracteriza este procedimento como abaixo do limiar inferior de dor, por néo

levar a sensacdo de dor.

3.5 Estresse dos animais

Ap0s o periodo de inducdo de obesidade e provavel sindrome metabodlica, os animais
foram novamente divididos, formando, entdo, quatro grupos distintos: ratos controle sem
estresse (CTR), ratos com dieta hiperlipidica e sem estresse (DHL), controles com estresse
(CTR-estressados) e ratos com dieta hiperlipidica e submetidos ao estresse (DHL-
estressados), como ilustrado na figura 2, sendo que cada grupo continha um total de oito
roedores.

L o
/___., e
CONTROLE DIETA CONTROLE DIETA
8_ SEM HIPERLIPIDICA COM HIPERLIPIDICA
3 § ESTRESSE SEM ESTRESSE COM
(o2} 5 ESTRESSE ESTRESSE
8-.§ l l
n O
o Q
1)
o) . ' : ’
4 ratos por 2 caixas com 1 rato por 1 rato por
L caixa 3ratos caixa caixa
1 caixa com
2 ratos

Figura 2. Desenho de método experimental.

Os animais que foram submetidos ao modelo de estresse foram retirados de seus
respectivos alojamentos, onde havia de quatro a trés animais por caixa, sendo colocados
isoladamente em novas habitacdes, totalizando um animal por alojamento. O isolamento
ocorreu em um periodo de 18 dias, sendo que durante toda essa etapa foram realizadas
avaliacOes para identificar se houve alteracbes comportamentais ou de bem-estar. Esse

experimento foi categorizado como um procedimento como abaixo do limiar inferior de dor,
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por ndo levar a sensacdo de dor, conforme diretiva europeia 86/609/EEC. Sendo assim,

ilustra-se na Figura 3 o experimento, levando em consideracédo as duas etapas do experimento.

DIA 0 7 37 55

............ S S S
' ' '

. Verificacdo da
Inicio da glicemia e Eutanasia e
oferta da DHL triglicerideo coleta de tecidos
plasmatico

Inicio do estresse
nos animais

—
Figura 3. Desenho do periodo experimental com as diferentes atividades executadas.

3.6 Consumo de ragéo

Semanalmente, realizou-se a pesagem da racdo oferecida para os animais para
posterior calculo de consumo médio em um periodo de 24 horas. Para isso, a pesagem
aconteceu por seis semanas, todas as quartas e quintas feiras, sendo que, era ofertado uma
quantidade proporcional de alimento ao nimero de ratos por caixa, em cada alojamento. Para
o0 célculo médio de consumo, subtraiu-se a pesagem do primeiro dia pelo segundo e, apds, foi

dividido pelo nimero de ratos do alojamento.

3.7 Eutanésia

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina para roedores apés 48
dias de experimento, sem anestesia, para obtencdo do sangue total e dos tecidos para andlise.
O método escolhido baseia-se em ser um meio eficaz que produz minimas alteragdes
fisiologicas nos tecidos. Considerando a necessidade de obtencdo de sangue troncular para
realizacdo de andlises bioquimicas, nenhum anestésico ou substancia injetavel foi utilizada. A
morte dos animais sob anestesia, apesar de desejavel, € incompativel com nossos protocolos,
pois todos os anestésicos comumente utilizados em estudos com animais levam a uma intensa
hiperglicemia em roedores, 0 que se torna um viés para o estudo (BROWN et al., 2005;
SAHA et al., 2005).

O procedimento de eutandsia ocorreu em ambiente exclusivo, com exaustdo e

higienizacdo completa de todo o material entre a morte de um animal e outro. Ainda, 0s
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procedimentos estdo conforme o guia de eutandsia da associacdo americana de medicina
veterinaria (AVMA, 2013).

Segundo a diretiva europeia 86/609/EEC, que classifica os graus de severidade dos
procedimentos laboratoriais com animais, o procedimento de eutanasia é definido como sem

recuperacao.

3.8 Coleta de 6rgdos/tecidos

Logo ap6s a eutanasia coletou-se sangue, rins, suprarrenais, tecido adiposo
retroperitoneal e visceral, figado, testiculos e coracdo. As técnicas utilizadas estdo listadas a

sequir.

Sangue: perfil bioquimico dos animais pela dosagem das concentragdes séricas
de colesterol total, triglicerideos e glicose;

Rins: relacdo tecido/peso corporal total;

Suprarrenais: relagdo tecido/peso corporal total,

Tecido adiposo retroperitoneal e visceral: relagdo tecido/peso corporal total e
concentracgdo de triglicerideos;

Figado: relacdo tecido/peso corporal total e concentracdo de glicogénio e
triglicerideos;

Testiculos: relagdo tecido/peso corporal total;

Coracéo: relagao tecido/peso corporal total.

Além disso, os roedores foram pesados uma vez a cada de 15 dias na primeira etapa do
experimento e, uma vez por semana apés o inicio do estresse, para avaliacdo de ganho de peso
e, posteriormente, para analise quantitativa dos dados coletados.

O tratamento e manipulagéo realizadas nos animais ocorreram somente pela autora do
projeto. J& os processos relacionados a eutanasia, coleta de tecidos e sangue aconteceu com 0
auxilio de colaboradores do LaMEC. As analises dos parametros morfologicos, bioquimicos e
metabolicos foi realizado pela autora do projeto, pelo uso de protocolos embasados na

literatura cientifica e, ja utilizados no LaMEC.
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3.9 Técnicas Laboratoriais
Neste topico estdo descritas as técnicas, previamente protocoladas no laboratério, que
foram utilizadas nos tecidos coletados para a avaliagdo do metabolismo e de parametros

bioquimicos.

3.9.1 Morfometria: relagdo tecido/peso corporal total
Os tecidos dos animais foram retirados, secados e pesados para a determinacdo da
relagdo entre o peso do orgdo/tecido e o peso do animal. Os indices teciduais foram
calculados conforme a formula (peso total do substrato/peso total do animal) x 100
(TAYLOR; PHILLIPS, 1996).

3.9.2 Dosagens séricas
O sangue foi coletado em tubo de coleta contendo gel separador e ativador de codgulo
(Vacutube®) e, apds centrifugacdo para separacdo do soro, mediu-se 0s parametros pelo uso
de Kkits enziméaticos comerciais: Glicose Liquiform, Triglicérides Liquiform e Colesterol
Liquiform (LABTEST Diagnostica, Brasil), com leitura espectofotométrica de 505 nm, 505

nm e 500 nm, respectivamente.

3.9.3 Concentracdo de Glicogénio

O figado, tecido destinado a essa técnica, foi previamente pesado e, apos colocado em
tubos falcon contendo 2 mL de KOH 30% e, entdo, fervido em banho de agua a 100°C,
durante uma hora. Apo6s, adicionou-se aos tubos 2 mL de etanol 96°G e 50 puL de Na,SO,
35% para a precipitagdo do glicogénio (VAN HANDEL, 1965).

As amostras, foram centrifugadas a 3000xg por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em agua destilada. Para a hidrolise do glicogénio,
acrescentou-se 300 puL de HCI 4N e as amostras foram fervidas novamente em banho de agua
a 100°C, durante uma hora. Apo6s, foi acrescentado aos tubos 300 puL de Na,CO3 2M para
reestabelecimento do pH e, a concentragdo de glicose das amostras pode ser determinada pelo
kit enzimatico comercial Glicose Liquiform (LABTEST Diagnéstica, Brasil), com leitura
espectofotométrica de 505 nm (VAN HANDEL, 1965).
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3.9.4 Concentracdo de triglicerideos
As amostras do tecido foram homogeneizadas em salina 0,9% na propor¢ao 1:10 ¢, a
concentragdo foi medida pelo kit enzimatico comercial Triglicérides Liquiform (LABTEST
Diagnostica, Brasil), com leitura espectofotométrica de 505 nm (Anthos Zenyth 200RT,
Bichrom, UK).

3.10 Calculo do nimero de animais

O célculo do n amostral teve como objetivo determinar o nimero minimo de animais
necessarios para a observacdo dos desfechos. Com isso, para o céalculo, foi utilizado o
Computer Programs for Epedemiologists (PEPI — versdo 4,04X), para isso foi considerado
probabilidade de erro a= 0,05 e poder do teste estatistico igual a 0,80. Também, utilizou-se
como base para célculo, os resultados de protocolos experimentais do laboratorio e de outros
grupos de pesquisa que utilizaram protocolos semelhantes (Pedroso et al., 2010; Resende et
al., 2012; Silva et al., 2011). Sendo assim, o célculo amostral estimou um n total de 32

animais para o experimento em questao.

3.11 Analise dos dados

Com base nos resultados das analises calculou-se as médias e o0s desvios padrdes da
média para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. A
normalidade dos resultados foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk.

Apos, para a comparagdo de dados paramétrios entre os grupos foi aplicado analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, complementada com o teste de Tukey. Para dados ndo
paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ou teste de Friedman, seguido do teste de
Dunn. As diferencas foram consideradas significativas quando a anélise apresentou p < 0,05.
Para o tratamento estatistico foi utilizado o software GraphPad Prism, verséo 8.0.

3.12 Aspectos éticos

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Pesquisa de Enfermagem da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul: projeto n°. 36788; pela Comissao de Pesquisa de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul: projeto n®. 37345 e
posteriormente, pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA-UFRGS).
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4 RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos durante o experimento,

juntamente com as amostras que resultaram em diferencas significativas entre os grupos.

4.1 Consumo de dieta semanal
Durante todo o experimento, pesou-se, semanalmente a quantidade de alimento
consumido dentro de 24h das caixas dos animais para determinar os efeitos do modelo e do

estresse propostos.

4.1.1 Consumo de dieta

A comparacdo dos resultados deu-se através da analise de dados dentro do mesmo
grupo ao longo do tempo, conforme a Tabela 3. Com isso, segundo as comparagdes no grupo
controle (CTR) inferiu-se que, era esperado que houvesse um aumento significativo do
consumo de alimento apds transcorridas cinco semanas de acompanhamento. Porém, os ratos
expostos ao modelo de dieta (DHL) tiveram acréscimo significativo da ingesta de racédo apds,
apenas, quatro semanas recebendo o alimento calérico.

J& os animais estressados, que recebiam dieta padrdo (CTR-estressados), ndo tiveram
diferencas significativas no consumo do alimento ao longo do experimento. Ademais, no
grupo DHL-estressado houve aumento significativo do consumo entre a primeira semana e a
terceira, indicando aceitacdo da dieta modificada e, também, houve elevacdo na ingesta apos

duas semanas de isolamento.



Tabela 3. Consumo da dieta (g) ao longo do periodo experimental.
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S1 S?2 S3 S4 S5 S6 ANOVA
24,63 28,2 28,9 29,5 » 33,6 (33/34)
CTR (4/258  (28/287°  (28/20)°  (273ny  SHL(3334) ab p <0.0001
CTR- 28,4
estresoado 250 (Q4/26) 280(16140) o0 310(28/33) 225(20/27) 310 (27/47)  p>005
14,6 14,3 (12/15) 17,0 12,7 253 (21/28) 18,3 (17/20)
DHL (13/17)° ab (17/18)%°  (10/15)° a ab p < 0.0001
DHL- 13,6 15,6 (15/16) 17,3 15,5 (12/17) 16,0 (13/16) 21,0 (17/21)
a a,b,c b a,b,c a,b,c a,c p<00001
estressado (13/13) o (15/18) o o ’

Os dados ndo paramétricos foram avaliados por teste de Friedman seguido por teste de Dunn e sdo apresentados

como mediana (percentil 25/percentil 75), sendo que as fontes de variacdo estdo representadas atraves da

diferenca entre as letras (a), (b) e (c). Considera-se diferenca significativa quando p<0.05. n=8 por grupo. S
representa as semanas avaliadas.

4.2 Peso Corporal (PC)

Para verificacdo do efeito da dieta hiperlipidica e do estresse sobre o peso dos animais,

verificou-se essa variavel durante o experimento a cada quinze dias antes do inicio do periodo

de isolamento e, posteriormente, por pesagens semanais. Com isso, foi possivel calcular o

ganho total de peso dos animais, subtraindo-se o peso final do peso inicial, dentro de cada

grupo.

Constatou-se entdo, como mostra na figura 4, que o PC dos animais do modelo de

dieta (p <0,03) e da interacdo dieta-estresse (p <0,0001) foi significativamente mais baixo

qguando comparados com o grupo CTR-estressado, dessa forma compreende-se que a dieta

hiperlipidica ndo gera alteracdo no ganho total do peso dos animais. Contudo, ndo houve

diferencga estatistica quando combinado resultados dentro dos mesmos grupos, inferindo que o

peso corporal total, também, ndo esta relacionado com o isolamento dos animais.
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Figura 4. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre o ganho total de peso em ratos
submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
de Tukey e sdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo (b) CTR-Estressado. Considera-se

diferenca significativa quando p<0,05. n=8 por grupo.

4.3 Parametros Morfométricos

Na Tabela 4 podemos observar os dados morfométricos coletados logo apds a
eutandsia. Para isso, utilizou-se o peso corporal total (PCT) de cada animal para calcular a sua
relacdo com o peso dos tecidos coletados. Dessa forma, foi possivel encontrar o indice entre o
peso de cada um dos tecidos pelo peso corporal total do roedor.

Com isso, no indice do tecido adiposo retroperitoneal (peso TAR/PCT) foi encontrada
variacdo significativa entre o modelo de dieta e o grupo controle estressado (p<0,01),
demonstrando aumento da proporcdo tecido/peso total nos animais que receberam a dieta
hiperlipidica. Ja o indice tecido adiposo visceral (peso TAV/PCT), evidenciou um aumento
significativo da proporcdo do peso do tecido dos grupos DHL e DHL-estressado quando
comparados ao grupo CTR-estressados (p<0,02 e p<0,007, respectivamente), explicitando o
impacto do consumo da dieta no tecido.

No tecido hepéatico (Tabela 4) nota-se que 0 estresse apresenta um impacto no
tamanho do 6rgdo, visto a diferenca significativa entre o grupo CTR e CTR-estressado
(p<0,01), em que houve aumento da quantidade de tecido nos animais isolados. Ademais, ha
significancia quando comparado o CTR-estressado com o grupo DHL e DHL-estressado
(p<0,0009 e p<0,02, respectivamente), inferindo que o isolamento, novamente, gera a
alteracéo na relagéo tecido/peso corporal.

No rim (Tabela 4) foi encontrada diferenca estatistica entre os grupos CTR e DHL
(p<0,001) e CTR-estressado e DHL (p<0,0002), demonstrando que a ingesta da dieta caldrica



28

resultou em uma diminuicdo do tecido renal dos animais. Nao foi observado resultados
significativos quando comparado animais controles e roedores estressados, concluindo que o
isolamento néo altera a quantidade de tecido no rim.

Ademais, no tecido cardiaco (Tabela 4) infere-se que a dieta hiperlipidica cause
aumento do peso do coracdo, visto que verificou-se diferenca significativa entre o grupo CTR
e DHL (p<0,0001), entre os animais DHL e CTR-estressados (p<0,01) e, também entre o0s
animais controle e DHL-estressados (p<0,04). Por fim, no indice da glandula suprarrenal e

dos testiculos ndo foram encontradas diferencas significativas (Tabela 5).



29

Tabela 4. Efeito do estresse sob parametros morfomeétricos em ratos submetidos ao modelo

de dieta hiperlipidica.

CTR - DHL -
CTR Estressado DHL Estressado ANOVA
A'gfe'gzl 0,015+ 0,0005 0,0153+0,001  0,0128+0,003  0,0148 + 0,001 p> 0,05
- # (p <0,0001)
ndice 0,25+ 0,01 0284002  030+002*"  0,29+0,01° * (p <0,0011)
CORACAO
& (p <0,0440)
. # (p < 0,0102)
CioAbo  341£025  370£020%  333+009°  34440,06" * (p <0,0009)
& (p <0,0226)
o # (p <0,0019)
a b
indiceRIM 0,61 + 0,02 0,62+ 0,01 0,55 + 0,03 0,59 + 0,03 * (0<0.0002)
indice TAR 0,12 +0,03 0,10 + 0,03 0,18+ 0,07° 0,165 + 0,04 # (p <0,0113)
# (p <0,0288)
indice TAV 0,07 0,01 0,06 + 0,01 008+001°  0087+001° & (p<0,0075)
indice
; 0,99 + 0,07 0,94 + 0,05 0,99 + 0,09 0,10 + 0,09 p> 0,05
Testiculos

Os dados paramétricos foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Tukey,

sendo as fontes de variagdo representadas por (#) modelo, (¥) intervencdo, (&) interagdo modelo e

intervencdo e (NS) variagdo ndo significativa. Os valores estdo apresentados como média + desvio

padrdo, sendo (a) diferenca em relagdo ao grupo CTR e (b) CTR-Estressado. Sdo consideradas

significativas as diferengas com p < 0,05. n=8 por grupo experimental.

4.4 Parametros Sorologicos

4.4.1. Glicose

O conhecimento da glicemia dos animais é de extrema importancia para determinar se

a alimentacdo com dieta hiperlipidica, ou se 0 estresse pode causar alteracfes em seus niveis,

visto que, quando aumentado, pode ser considerado um indicativo de resisténcia insulinica,

podendo acarretar no desenvolvimento da sindrome metabdlica e, posteriormente, da diabetes

mellitus tipo 2. A quantidade de glicose no soro dos animais foi medida em dois momentos;
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no primeiro, antes do inicio da etapa de estresse, para verificacdo da resisténcia insulinica em
decorréncia da dieta hiperlipidica e, posteriormente entre os quatro grupos, levando também

em consideracao o estresse gerado nos animais.

No primeiro momento, como ilustrado na figura 5, 0 modelo mostrou-se ineficaz para
o desenvolvimento da resisténcia insulinica apds os trinta dias de tratamento, uma vez que
ndo houve diferenca significativa entre a glicemia do plasma do grupo controle e do grupo

que recebia a DHL.
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Figura 5. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre a glicemia plasmatica em ratos. Os dados
foram avaliados por teste T e sdo apresentados como média + desvio padrdo. Considera-se diferenca

significativa quando p<0,05. n=8 por grupo.

J& na segunda dosagem, apds a inducdo do estresse (figura 6), observou-se aumento
significativo da glicemia dos animais do grupo DHL-estressados em compara¢do aos animais
controle (p<0,04). Sendo assim, observou-se que somente o0 estresse, ou apenas a DHL, ndo
sdo, sozinhos, suficientes para gerar alteracdes na glicemia durante o periodo proposto de
experimentacdo, visto que houve necessidade da presenca da mudanca da dieta e do

isolamento para possibilitar o aumento dos niveis de glicose.
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Figura 6. Eteito do modelo de dieta hiperlipidica sobre a glicemia plasmatica em ratos
submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
por teste de Tukey e sdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo (a) diferenga em relagdo ao

grupo CTR. Considera-se diferenca significativa quando p<0,05. n=8 por grupo.

4.4.2 Triglicerideos

Em decorréncia do modelo de dieta com alto teor calérico em que os animais foram
expostos, fez-se necessaria a medida de triglicerideos (TG) circulantes no organismo, posto
gue alimentos com uma grande quantidade de gordura tendem a fazer com que o valor desse
parametro se altere. Sendo assim, como demonstra a figura 7, quando comparado 0 grupo
controle ao grupo que consumia a dieta HL foi obtida uma elevacdo dos niveis de
triglicerideos plasmaticos (p<0,001), demonstrando que a dieta foi responsavel pelo aumento
desse composto no organismo. Houve, também, diferenca significativa quando relacionamos
0 grupo CTR-estressado com o DHL-estressado (p < 0,01), mostrando um aumento
significativo dos niveis de TG, resultante, novamente, do consumo da dieta hiperlipidica.
Além disso, essa mesma relagdo é observada entre o grupo CTR x DHL-estressado (p< 0,02)
e CTR-estressado com o grupo DHL (p < 0,001). N&o houve diferenca estatistica quando
comparado resultados entre controle e intervencgéo, inferindo que o aumento dos triglicerideos

ndo apresentou relagdo com o isolamento dos animais.
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Figura 7. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre o triglicerideo plasméatico em ratos
submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
por teste de Tukey e séo apresentados como média + desvio padrdo, sendo (a) diferenga em relagdo ao

grupo CTR e (b) CTR-estressado. Considera-se diferenca significativa quando p<0,05. n=8 por
grupo.

4.4.3 Colesterol

O aumento do colesterol, assim como os triglicerideos, esta relacionado com o
consumo de dietas ricas em gordura, sendo considerado um dos fatores determinantes para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica. Sendo assim, como mostra a figura 8, foi
encontrada diferenca estatistica entre o grupo CTR e DHL (p<0.001), em que podemos
perceber uma elevacdo significativa dos niveis do colesterol nos animais que ingeriram a dieta
com alta teor caldrico, inferindo que o modelo proposto é efetivo para o desenvolvimento do
desequilibrio desse parametro no organismo. Além disso, quando comparados 0S grupos
CTR-estressado x DHL-estressado (p<0.005); CTR x DHL-estressado (p<0.02) e CTR-
estressado com o grupo DHL (p<0.002), observamos niveis de colesterol mais elevados nos
grupos que ingeriram a dieta hiperlipidica, demonstrando novamente o efeito do modelo.

Ademais, ndo houve diferenca estatistica quando comparado resultados entre controle
e intervencao, inferindo que o aumento do colesterol néo apresenta relagdo com o isolamento

dos animais.
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Figura 8. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre o colesterol plasmatico em ratos
submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido
por teste de Tukey e sdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo (a) diferenga em relagdo ao

grupo CTR e (b) CTR-estressado. Considera-se diferenca significativa quando p<0,05. n=8 por grupo.

4.6 Quantidade de triglicerideos nos tecidos

Para verificacdo da quantidade de triglicerideos nos tecidos, apds a eutanasia foram
coletados o figado, o tecido adiposo retro peritoneal e o tecido adiposo visceral, tendo em
vista a determinacdo da quantidade desse lipidio no 6rgdo. Como mostra a Tabela 5, em
ambos os tecidos adiposos ndo foi constatada alteracGes significativas entre nenhum dos

grupos.
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Tabela 5. Efeito do estresse nos triglicerideos (TG) no tecido adiposo retroperitoneal (TAR),
no tecido adiposo visceral (TAV) e no figado (FIG) de ratos submetidos ao modelo de dieta

hiperlipidica e estresse.

CTR CRT - DHL DHL - Estressado ANOVA
Estressado
TGTAR 0,47 + 0,068 0,39+0,11 0,39+0,11 0,47 + 0,07 p>0,05
(mg/g)
TGTAV 7,10+ 1,67 6,65+ 1,25 5,49 +1,15 6,66 + 0,99 p > 0,05
(mg/g)
-I;igF/;? 4,32 (4,3/5,8) 5,52 (2,8/6,5) 12,55 (3[,9/35’8) 27,87 (8,6/61,2) * b p<0,0002

Os dados paramétricos foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Tukey, sendo as fontes
de variagdo representadas por (#) modelo, (*) intervencdo, (&) interacdo modelo e intervencdo e (NS) variagdo nao
significativa. Os dados ndo paramétricos foram submetidos a avaliagdo pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
pos-teste de Dunn. A diferenga entre as medianas foi destacada como presente (sim) ou ausente (ndo). Os valores
estdo apresentados como média + desvio padrdo ou mediana (percentil 25/percentil 75), sendo (a) diferenga em
relagdo ao grupo CTR e (b) CTR-Estressado. Sao consideradas significativas as diferengas com P < 0,05. n=8 por

grupo experimental.

Ja no tecido hepatico, como observamos na figura 9, infere-se que a dieta gere um
aumento dos triglicerideos no figado pela presenca de diferenca estatistica entre o grupo CTR
e DHL (p<0,01) e, também, entre os controles estressados com os roedores do grupo DHL-
estressados (p<0,005). Ademais, ndo houve diferenca estatistica quando comparado
resultados entre controle e intervencgdo, inferindo que a elevagdo do TG no tecido hepatico

néo apresenta relagdo com o isolamento dos animais.
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Figura 9. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre a quantidade de triglicerideos no tecido
hepético em ratos submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por Kruskal-
Willis seguido por teste de Dunn e sdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo (a) diferenca
em relacdo ao grupo CTR e (b) CTR-estressado. Considera-se diferenca significativa quando p<0,05.

n=8 por grupo. Variagao referente a intervencdo no grupo (*).

4.7 Glicogénio no Tecido Hepatico

O glicogénio é uma forma de armazenamento energético que pode ser encontrado,
principalmente, no figado e nos musculos, sendo assim, com o aumento de energia fornecida
para os animais através de uma dieta com alto teor calérico, esperava-se uma diferenca na
quantidade de glicogénio (mg) do tecido hepatico (g) nos grupos com intervengdes. Com isso,
como mostra a figura 10, foi observado um aumento significativo da quantidade desse
polissacarideo nos animais que receberam a DHL, fato constatado pela presenca de diferenca
estatistica entre o grupo controle e 0s animais expostos ao modelo de dieta (p <0,02) e,
também entre os grupos CTR-estressado e DHL-estressado (p <0,05).

Além disso, o estresse dentro do grupo que recebia dieta, também, causou o aumento
significativo dos niveis de glicogénio, alteracdo verificada pela diferenga estatistica do grupo
DHL com o DHL-estressados (p <0,001), demonstrando que o isolamento pode acarretar

alterac6es no metabolismo da formagao do glicogénio.
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Figura 10. Efeito do modelo de dieta hiperlipidica sobre a quantidade de glicogénio no tecido
hepético em ratos submetidos ao estresse de isolamento. Os dados foram avaliados por Kruskal-
Willis seguido por teste de Dunn e sdo apresentados como média + desvio padrédo, sendo (a) diferenga
em relagdo ao grupo CTR e (b) CTR-estressado. Considera-se diferenca significativa quando p<0,05.

n=8 por grupo. Variacao referente ao estresse dentro do grupo dieta DHL (*).
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4 DISCUSSAO

Os principais achados do presente trabalho consistiram em: (1) aumento da ingesta do
alimento palatavel e (2) elevacdo do consumo alimentar ap6s duas semanas de estresse, porém
(3) o peso corporal total dos animais ndo foi alterado com nenhuma das intervencdes
propostas. Entretanto, apds o uso crénico da dieta hiperlipidica houve (4) maior acimulo de
gordura abdominal (retroperitoneal e visceral) e aumento do tecido cardiaco, além de (5)
elevar os niveis de colesterol e triglicerideos plasmaticos, assim como (6) aumentar a
concentracdo de triglicerideos e de glicogénio no tecido hepatico e (7) devido ao estresse,
elevar as reservas de glicogénio no figado.

Com isso, compreende-se que, a relacdo entre 0 aumento ou diminui¢do do consumo
de dieta e a formacdo de adiposidade esta associada com o tipo, a duracdo e a severidade do
estresse ao qual organismo é exposto (ADAM, EPEL, 2007). Segundo Marcolin (2014), que
submeteu ratos neonatos a exposicdo cronica de alimentos palataveis, houve aumento da
ingesta alimentar no grupo que recebia dieta de cafeteria, quando comparado aos roedores que
ingeriam dieta padrdo. Além disso, a presenca de maiores niveis de glicocorticoides na
corrente sanguinea, como ocorre no estresse, pode acarretar no aumento do consumo de
comidas com alto teor de gordura e agucar, como medida de conforto e, também gerar
elevacdo da adiposidade visceral, que atuaria como uma retroalimentacdo negativa ao eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, em uma tentativa do organismo de reduzir a percepcdo do
estresse (DALLMAN et al, 2005; PECORARQO et al 2006; CUNHA, 2015).

Ainda, a exposicdo ao estresse social faz com que haja um aumento da circulacdo de
grelina, peptideo responsavel pela sensacdo de fome, desenvolvendo sintomas como
hiperfagia e aumento de peso corporal no organismo (CHUANG et al, 2011). Ademais, ainda
contrapondo os resultados do presente estudo, a exposicdo a uma dieta hiperlipidica durante
um periodo de trés meses gerou um aumento, aproximado, de até duas vezes na massa
corporal de ratos Wistar submetidos a uma dieta hipercal6rica, quando comparado ao grupo
controle (ROSINI, SILVA, MORAES, 2012).

Porém, sabe-se que a idade dos animais pode influenciar no ganho de peso, visto que
ratos mais jovens, normalmente, em decorréncia do seu metabolismo, tendem a ter um ganho
maior de massa magra e, consequentemente, menor deposi¢do de gordura (ROSINI, SILVA,
MORAES, 2012). Ainda, h& evidéncias de que ratos adultos, quando expostos a uma

condicéo de estresse repetido ou de longa duracdo, reduzam sua ingesta alimentar e parem de
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crescer e, por consequéncia, apresentam uma diminui¢cdo do ganho de peso (DALLMAN;
PECORARO; FLEUR, 2005).

Contudo, mesmo ndo havendo aumento do peso corporal total nesse estudo, observou-
se um perfil bioguimico dislipidémico, ou seja, houve elevacdo dos niveis de colesterol e
triglicerideos plasméticos ao final do experimento, dado semelhante ao encontrado por
Marcolin (2014) ao expor roedores & uma dieta hipercalérica. Sendo que, a elevagdo desses
metabolitos € uma das principais caracteristicas encontradas em individuos com obesidade,
favorecendo o processo de aterogénese nos vasos sanguineos e de outras comorbidades
(FALUDI et al, 2017).

Além disso, estudos epidemiolégicos relacionam o aumento dos niveis de colesterol
com o crescimento linear na mortalidade em jovens adultos, por doenca coronariana, infarto
do miocéardio e choque cardiogénico, 0 que se agrava quando associado a fatores de risco
prévios (FREIBERG et al, 2008). J& a hipertrigliceridemia, também esta fortemente
relacionada ao desenvolvimento de problemas cardiacos e, sua forma grave, pode levar a
outras complicacbes, como pancreatite aguda e hepatoesplenomegalia (NORDESTGAARD;
VARBO, 2014).

Adicionalmente, observou-se nesse estudo aumento do peso do coracdo em relacdo ao
peso corporal total nos animais que eram alimentados com dieta hiperlipidica, fato
possivelmente ocasionado pela presenca de maiores niveis de lipideos circulantes no sangue,
entretanto ndo foram encontradas evidéncias cientificas na literatura que corroborem com essa
teoria.

O aumento da quantidade de tecido adiposo retroperitoneal e visceral, encontrados ao
final desse experimento, deveu-se a ingesta da dieta hiperlipidica, resultado semelhante ao
encontrado em outros estudos com roedores que receberam uma alimentacdo hipercalorica
(ARCEGO et al, 2014; SHALEYV et al., 2010; AUBERVAL et al, 2014). Com isso, sabe-se
que o aumento da quantidade do tecido adiposo no organismo tem, por consequéncia, uma
elevacdo nos niveis de leptina na circulacdo sanguinea, sendo ela responsavel pela sensacao
de saciedade (SHALEV et al., 2010). Porém, essa alta concentracdo circulante é responsavel
pela inibicdo da sua atuacdo no SNC, ou seja, esse hormonio para de produzir seu efeito de
saciedade no organismo, podendo influenciar no aumento do consumo de alimento, que pode
vir a produzir uma maior deposicdo de gordura (HELPERN, RODRIGUES, da COSTA,
2004).

Ainda, segundo Arcego (2014), o consumo de dieta com altos niveis caloricos

aumenta a quantidade de tecido adiposo nos animais, sendo que ao expor 0s roedores ao
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estresse de isolamento logo ao nascer elevou, ainda mais, a deposi¢éo de gordura abdominal,
levando a uma obesidade mais severa. No presente estudo, ndo foram encontradas alteracdes
significativas no aumento da adiposidade nos animais em estresse, provavelmente pela idade
avancada dos roedores ao se iniciar o periodo de isolamento.

Além disso, no figado, também, foi evidenciado altos niveis de concentracdo de
triglicerideos, devido a dieta hiperlipidica fornecida aos animais. Sendo assim, o TG no tecido
hepatico pode ser proveniente tanto da dieta que consumimos como, também, produto do
préprio metabolismo. Quando ingerido pela alimentacdo, os TG sdo, primeiramente,
emulsificados pelos &acidos biliares e, apds, absorvidos pelo intestino, onde formam-se
quilomicrons que sdo enviados até a corrente sanguinea, através do sistema linfatico. Uma vez
no plasma, a maior parte desses triglicerideos sdo absorvidos pelos tecidos muscular e
adiposo, visto que, neles ha, na superficie da membrana, lipoproteinas que os captam
(ALVES-BEZERRA; COHEN, 2018).

Com isso, somente 0 TG remanescente é captado por endocitose no figado, que sob
condi¢cdes normais, sintetiza e o reenvia em forma de VLDL, para serem captados pelos
musculos e pelo tecido adiposo, porém esse mecanismo pode ser afetado pelo estado
nutricional do individuo (ALVES-BEZERRA; COHEN, 2018). Sendo assim, com um
aumento de TG plasmatico, juntamente com a exposicdo a um estado nutricional
desequilibrado, obtém-se uma maior concentracdo dessa molécula no tecido hepético, o que
pode levar ao desenvolvimento da esteatose hepatica ndo alcodlica, condicdo relacionada ao
consumo de dietas de baixo custo, com alta palatabilidade e com grande teor cal6rico (RUSS
et al, 2015; BARBOSA, ALMEIDA, 2019).

Além do aumento de lipideos, foi observado uma elevacao significativa na quantidade
de glicogénio hepéatico nos animais que receberam DHL, resultado também obtido por
Auberval et al (2014) em ratos expostos a alimentacdo hipercaldrica durante dois meses,
contrapondo os resultados encontrados por Gauthier e colaboradores (2007) que observaram
uma diminuicdo dos niveis de glicogénio no figado de ratos, ao ofertar uma dieta com uma
guantidade discretamente menor de carboidratos (42%).

O glicogénio é um polissacarideo formado pela glicogénese no tecido hepatico e, pode
ser considerado a principal forma de armazenamento de energia do organismo, responsavel
por manter o nivel glicémico normal no plasma em momentos de jejum (SOARES FILHO;
KANAAN; GUZMAN-SILVA, 2011). A exposicdo a dieta com altos niveis de carboidrato
(CB) (49%), como no caso desse estudo, eleva a quantidade de CB absorvidos pelo intestino,

causando um aumento da conversdo de glicose em glicogénio no figado e, consequentemente,
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aumentando suas reservas (GAUTHIER; FAVIER; LAVOIE, 2006). Sendo assim, essa
elevacdo pode acarretar em hepatomegalia, contudo ndo foram encontradas diferencas
significativas no peso do tecido hepatico ao final desse experimento, por mais que a
concentracdo de glicogénio tenha se elevado nos ratos com DHL.

N&o foram encontrados estudos atuais que relacionam aumento ou diminui¢do dos
niveis de glicogénio hepéatico com o estresse, nem mesmo com o tamanho do 6rgdo, porém
sabe-se que os glicocorticoides (GC), como o cortisol, influenciam na gliconeogénese no
figado e, diminuem a captacdo de glicose pelo musculo esquelético e tecido adiposo
(DALMAZI et al, 2012). Além disso, os GC também agem aumentando as reservas de
glicogénio no tecido hepéatico (KUO et al, 2015), dado que pode ser verificado com a
elevacdo significativa da concentracéo de glicogénio nesse experimento, a0 comparar 0 grupo
DHL com os ratos DHL-estressados.

Provavelmente, a elevacgdo das reservas de glicogénio esté relacionada, também, com o
processo de gliconeogeniogénese, que consiste no aumento do precursor imediato da sintese
de glicogénio, a glicose-6-fosfato (G6P). Sendo que, as principais formas de sintese desse
composto sao pela captacdo de glicose da circulacdo e de fluxos gliconeogénicos, decorrentes
de substratos como lactato, aminoécidos e glicerol (RADZIUK; PYE, 2001), que podem ser
estimulados pela presenca da corticosterona. Com o aporte de carboidratos e lipideos da dieta
e da atividade gliconeogénica, provavelmente, induziu-se o figado a uma maior producéo de
G6P, levando ao aumento das reservas de glicogénio.

Os resultados obtidos pelos experimentos apresentaram algumas limitacdes, pois,
provavelmente, o tempo que os animais foram submetidos ao estresse ndo foi longo o
suficiente para que pudéssemos observar alteracOes significativas no soro e nos tecidos.
Assim como em relacdo as avaliacfes dos niveis hormonais, como de corticosterona, insulina,
leptina, HDL e LDL. Porém, estes resultados poderdo servir de base para outros projetos que
tenham como avaliar e aprofundar os conhecimentos do metabolismo de animais submetidos

a dieta em uma situacéo de estresse.
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5 CONCLUSAO

Com esse estudo podemos concluir que a dieta hiperlipidica gera alteragdes
principalmente no figado e nos tecidos adiposos retroperitoneal e visceral. Além disso,
apresenta influéncia sobre os padrées de colesterol e triglicerideos no soro. Com isso, pode-se
afirmar que a dieta induziu efeitos sobre pardmetros morfoldgicos, sorolégicos, sobre as
reservas de carboidratos e de lipidios no figado e na gordura visceral e retroperitoneal. Sendo
assim, induziu-se um estado de desequilibrio no organismo, resultando em um modelo de
obesidade e, possivel sindrome metabdlica, caso o experimento tivesse uma maior duragao.

Contudo, apesar do aumento da ingesta do alimento palatavel e elevagdo do consumo
alimentar, posterior a duas semanas de estresse, ndo foram observados grandes impactos do
isolamento sobre os dados coletados, inferindo que o tempo, a severidade ou a qualidade do
agente estressor ndo foram suficientes. Ressalta-se que mais estudos sejam necessarios para
avaliarmos o efeito do estresse, visto a escassa literatura encontrada sobre o efeito dele no
metabolismo.

Além disso, esse estudo mostra-se importante para a area da Enfermagem visto o
grande nimero de pacientes que apresentam diversos graus de obesidade, além de estarem em
constante estado de estresse no ambiente hospitalar, tanto pelas modificacOes estressoras
causadas pela propria doenca, quanto pela mudanca de ambiente e isolamento da sociedade.
Sendo assim, o conhecimento dos enfermeiros sobre as possiveis alteracbes metabolicas
geradas por ambos os fatores estudados nesse experimento é importante para promover um

cuidado mais qualificado e baseado em evidéncias cientificas.
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ANEXQOS

ANEXO I. Aprovacao para realizagdo de pesquisa da Comisséo de Pesquisa da Enfermagem-

UFRGS.

Dados Gerais:

Projeto N°: 36788 Titulo: EFEITOS DO ESTRESSE EM RATOS SUBMETIDOS A
MODELO DE SINDROME METABOLICA

Area de conhecimento: Fisiclogia Inicio: 20/03/2019 Previsao de conclusdo: 20/02/2020
Situacdo: Projeto em Andamento

Origem: Escola de Enfermagem Projeto Isolado

Local de Realizacao: nado informado

Nio apresenta relagio com Patriménio Genético ou Conheci nto Tradici 1 A iad

Objetivo:

Objetivo geral
Identificar os efeitos do estresse sobre parimetros metabdlicos em ratos Wistar
submetidos ao modelo de sindrome metabdlica

Palavras Chave:

ESTRESSE;
SINDROME METABOLICA

Equipe UFRGS:

Nome: Juliana Petri Tavares

Coordenador - Inicio: 20/03/2019 Previsdo de término: 20/02/2020

Nome: LUIZ CARLOS RIOS KUCHARSKI )

Coordenador - Inicio: 20/03/2019 Previsdo de términe: 20/02/2020

Nome: JESSICA MASCHIO . . )

Técnico: Assistente de Pesqguisa - Inicio: 20/03/2019 Previsdo de término: 20/02/2020

Avaliagoes:

Comissado de P isa de Enfer = Aprovado em 24/04/2019 Cligue agui para visualizar o parecer

Anexos:

Projeto Completo Data de Envio: 20/03/2019
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ANEXO II. Carta de Aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais.

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ‘%C FEUA
. @ UFRGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissao De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL
CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 37345

e EFEITOS DO ESTRESSE DE ISOLAMENTO EM RATOS SUBMETIDOS AO MODELO DE
SINDROME METABOLICA

Vigéncia: 01/06/2019 a 30/09/2020

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

LUIZ CARLOS RIOS KUCHARSKI - coordenador desde 01/06/2019

Juliana Petri Tavares - pesquisador desde 01/06/2019

JESSICA MASCHIO - Aluno de Especizlizagao desde 01/06/2019

RENATA VICTORIA DA CRUZ OHLWEILER - Aluno de Especializagio desde 01/06/2019

Comisséao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
19/08/2019 - Auditério Plenarinho - Andar térreo do Prédio da Reitoria- Bairro Farroupilha -
Campus Farroupilha - Porto Alegre, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a
utilizacdo de 36 ratos Wistar, machos, adultos com 30 dias de idade de provenientes do
CREAL/UFRGS de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e
Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15
de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdao Animal (CONCEA), que disciplinam a produg¢édo, manutengéo e/ou utilizagéio
de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em atividade de ensino ou
pesquisa.

h

Porto Alegre, Sexta-Feira, 30 de Agosto de 2018 //
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/ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE OLIVEIRA
Cocrdenador da comisséo de ética




