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RESUMO

A obesidade € uma doenca multifatorial, com fisiopatologia complexa e atua como
fator de risco para outras doencas, principalmente diabetes mellitus tipo 2 e doenca
cardiovascular. Quando a resisténcia insulinica est4 presente, caracteriza a
sindrome metabdlica, constituida por inflamacdo crénica de baixo grau, estresse
oxidativo e disfuncdo de adipécitos. Esta pesquisa interdisciplinar avalia o efeito do
uso precoce da metformina ou do orlistat na prevencao da disfuncdo de adipdcitos
em ratos wistar machos, adultos, submetidos & dieta hiperglicidica e hiperlipidica.
Neste estudo foram avaliados quatro grupos de 10 animais, sendo que 0 grupo
controle recebeu racédo padrdo balanceada. Outros 3 grupos receberam racao de
cafeteria modificada, sendo que em 2 grupos houve intervencao farmacologica, 1
com metformina (40mg/dia) e outro com orlistat (10 mg/dia). As doses foram
calculadas fundamentadas na taxa metabdlica basal. Foram comparados evolucdo
ponderal, parémetros bioquimicos, e avaliagdo histomorfométrica da gordura
visceral. Nao houve diferenca estatisticamente significativa na média de peso e nem
nos parametros bioquimicos na comparacao entre os grupos (p>0,05). Na avaliacédo
histomorfométrica evidenciou-se hiperplasia de adipécitos em todos os grupos,
porém foi mais significativo no grupo que usou a dieta padrdo comparado aos que
usaram dieta de cafeteria modificada, com ou sem intervencdo terapéutica
(p<0,001). Ocorreu maior hipertrofia de adipécitos no grupo que utilizou a dieta de
cafeteria  modificada (p<0,001). Os grupos com intervencdo terapéutica nao
apresentaram diferenca estatistica quando em relagdo ao grupo de dieta balanceada
(p>0,05). Este estudo demonstrou que doses pequenas de metformina ou orlistat
preveniram a hipertrofia de adipdcitos na gordura visceral, que é a etapa
determinante para o desenvolvimento da sindrome metabdlica. Esta pesquisa
demonstrou que pode ser possivel a prevencdo de doencas cronicas nao
transmissiveis relacionadas a disfuncao de adipdcitos.

Palavras — chave: adipdcito, metformina, obesidade, orlistat, sindrome metabdlica.



ABSTRACT

Obesity is a disease with a complex multifactorial pathophysiology and acts as a risk
factor for other diseases, particularly type 2 diabetes mellitus and cardiovascular
disease. When insulin resistance is present, the metabolic syndrome, consisting of
chronic low-grade inflammation, oxidative stress and dysfunction of adipocytes. This
interdisciplinary research evaluates the effect of early use of metformin or orlistat in
preventing dysfunction of adipocytes in male wistar rats, adults, submitted to
hiperglicidica and hiperlipidica diet. In this study we evaluated four groups of 10
animals, and the control group received standard balanced ration. Other 3 groups
received cafeteria modified ration, and in 2 groups there was drug intervention, 1 with
metformin (40 mg/day) and another with orlistat (10 mg/day). The doses were
calculated based on basal metabolic rate. Were compared weight, biochemical
parameter, and histomorphometry evaluation of visceral fat. There was no statistically
significant difference in weight and nor in biochemical parameters in comparison
between the groups (p > 0.05). Histomorphometry evaluation showed hyperplasia of
adipocytes in all groups but was most significant in the group that used the standard
diet compared to that used modified cafeteria diet, with or without therapeutic
intervention (p < 0.001). Occurred more in the adipocytes of hypertrophy group that
used the cafeteria diet modified p < 0.001). The therapeutic intervention groups
showed no statistical difference when compared to the balanced diet Group (p >
0.05). This study has shown that small doses of metformin or orlistat prevented the
hypertrophy of adipocytes in visceral fat, which is the decisive step for the
development of the metabolic syndrome. This research demonstrated that it may be
possible to the prevention of non-communicable chronic diseases related to
dysfunction of adipocytes.

Keywords: Adipocyte, metformin, obesity, orlistat, metabolic syndrome.
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1 INTRODUCAO

O aumento da obesidade vem sendo motivo de preocupacgédo devido ao
grande impacto exercido como fator de risco para outras doengas que comprometem
a qualidade de vida e a sobrevida dos individuos. A obesidade € uma doenca
multifatorial e sua fisiopatologia € complexa. InUmeros fatores genéticos, ambientais
e comportamentais influenciam os componentes do balanco energético e,
consequentemente, o aumento da gordura corporal (MANCINI et al., 2014).

O impacto de duas das principais consequéncias da obesidade, o diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e a doenca cardiovascular (DCV), em termos de custo,
morbidade e mortalidade demonstra a necessidade da compreensédo detalhada de
sua patogénese para que pessoas de risco sejam motivadas a sua prevencéo.
Embora a fisiopatologia de ambas as doencas seja complexa, estdo interligadas a
um processo relacionado a inflamacéo sistémica, estresse oxidativo e disfuncédo de
adipécitos. O processo resulta em um grupo de fatores de risco referido como
sindrome metabdlica (SM). Anormalidades como obesidade central, hipertensao
arterial sistémica, hipertrigliceridemia e alterag&o glicémica estao entre os fatores do
processo e ainda precisam ser totalmente elucidados (DEBOER e GURKA, 2017).

O diabetes mellitus tipo 2 estd associado a sérias complicagcbes em
individuos cada vez mais jovens. Sua prevaléncia vem aumentando mundialmente,
paralelamente a obesidade. A reducdo de peso € um importante componente para
prevencdo do DM2, entretanto estratégias ndo invasivas para se conseguir perda
ponderal sustentavel permanecem pobres. Somente a modificacdo no estilo de vida
é insuficiente para maioria dos individuos. Uma estratégia pragmatica inclui
considerar op¢Oes farmacoterapeuticas (GARBER, 2015).

Alterac6es no metabolismo do adipdcito sdo as bases para muitos aspectos
da fisiopatologia associadas a sindrome metabdlica. A disfuncdo no adipécito e
alteracOes nas secrecdes de suas adipocinas, bem como expanséo ou reducdo do
tecido adiposo (TA) e a remodelagem do mesmo, podem alterar o perfil metabdlico
com potenciais efeitos deletérios ou benéficos sistemicamente (RUTKOWISKI et al.;
2015).

A resisténcia insulinica, chave da sindrome metabdlica, tem estreita relacéo
com a disfuncdo adipocitaria. Mdltiplas anormalidades patofisiologicas ocorrem na

alteracdo metabdlica do DM2. A resisténcia insulinica no figado e no musculo e a
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faléncia da célula B sdo as principais. A faléncia de células B ocorre muito
precocemente na histéria natural do DM2, e € mais grave do que se supunha.
Quando a intolerancia a glicose se instala, a resisténcia insulinica j& € maxima ou
submaxima e ha uma perda de 80% de fungédo das células 3. No musculo e no
figado diminui a captacdo de glicose, e aumenta a neoglicogénese. Adipdcitos
disfuncionais associados a alteracdes no trato gastrointestinal levam a um defeito
incretinico. No rim, ocorre aumento de reabsorcdo de glicose e no cérebro a
resisténcia insulinica desregula neurotransmissores e hormdnios que desempenham
um papel importante no desenvolvimento do distirbio metabdlico. Com a
compreensao destas alteracdes patofisiolégicas do DM2, a terapia deve ser o mais
precoce possivel para prevenir ou retardar a progressao para faléncia da célula 3, ou
estabilizar individuos ja com intolerancia a glicose (DEFRONZO, 2013).

Com uma dieta hipercaldrica vai ocorrer certamente uma remodelagem do
TA, e farmacos como a metformina e orlistat podem ser opcfes terapéuticas. A
metformina €é uma biguanida, um farmaco antihiperglicemiante, que atua
primariamente no figado, inibindo a neoglicogénese. Também age no musculo
esquelético, estimulando a utilizacdo da glicose periférica. A metformina atua
promovendo a ativacdo da proteina quinase dependente da monofosfato de
adenosina (AMPK), um sensor energético celular mitocondrial. Outros mecanismos
celulares também ocorrem, levando a modulagdo miocardica, protecdo endotelial,
mecanismos moleculares no metabolismo dos lipideos, propriedades antioxidantes
entre outros (VIOLLET et al.; 2012). E o orlistat € um derivado hidrogenado do
lipostatin, um farmaco anti-obesidade, um inibidor irreversivel das lipases gastrica e
pancreatica, diminuindo a absor¢éo de lipideos provenientes da dieta (WESSELS et
al., 2014).

Esses farmacos ja mostraram ter um efeito positivo no manejo da reducao
ponderal e na evolucdo da SM, quando combinados com um controle dietético
apropriado, em varias pesquisas (THAMER, 2014). Este trabalho analisou se o uso
precoce destes farmacos € capaz de evitar ou atenuar a disfuncdo adipocitaria,
avaliada através de analise histomorfométrica do tecido adiposo visceral, em
animais submetidos a uma dieta hiperglicidica-hiperlipidica, que € a que mais se
aproxima dos costumes da sociedade moderna.

Aléem disso, os dados de literatura sobre o tratamento farmacoldgico

preventivo do desenvolvimento da sindrome metabdlica sao restritos. E para isto, a
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interdisciplinaridade € necessaria e imperativa, pois necessita do envolvimento de
areas da medicina, da farmacologia, das analises clinicas, da engenharia de
alimentos e da medicina veterinéria, destinada a resolu¢cdo de um problema de

saude publica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar e comparar, por meio da pesquisa interdisciplinar, o potencial do uso
precoce da metformina ou do orlistat, na prevenc¢éo de disfuncdo dos adipdcitos da

gordura visceral em ratos wistar, com dieta hiperglicidica hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Avaliar e comparar a evolucdo ponderal de quatro grupos de animais,
sendo um controle com dieta padréo, comparado com trés grupos com ingestédo de
dieta de cafeteria modificada, sendo um grupo sem intervencédo farmacoldgica, um
grupo usando metformina e o terceiro grupo usando orlistat;

2- Comparar os parametros bioquimicos: glicemias capilares semanais e
triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol no final do experimento entre os
grupos;

3- Quantificar o numero de adipécitos e as médias de areas dos adipdcitos,
atravées da histomorfometria, no tecido adiposo visceral (gordura omental,

retroperitonial e epididimal) dos animais de cada grupo experimental.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Obesidade

Os efeitos da obesidade na morbidade e mortalidade sdo conhecidos ha mais
de 2000 anos. Hipécrates reconheceu que “a morte subita é mais comum naqueles
que sao gordos do que nos magros”, e Malcon Flemyng em 1760 observou que a
gordura corporal quando em um grau extremo, pode ser reconhecida como doenca e
leva a uma vida mais curta (BRAY, 2004).

A obesidade € uma doenga crbnica onde € comum hipertensdo arterial e
aterosclerose. A etiologia é um desequilibrio entre a ingesta de alimentos e o gasto
de energia. O excesso de energia € estocado em células de gordura que aumentam
em tamanho e/ou em numero. Assim, a lesdo patoldgica da obesidade € a hipertrofia
e a hiperplasia dos adipdcitos. O crescimento das células de gordura leva aos
problemas clinicos associados com a obesidade devido ou ao efeito ponderal
propriamente dito, ou ao aumento da secrecdo de acidos graxos livres, ou aos
numerosos peptideos produzidos. As consequéncias destes mecanismos sao
outras doencas como diabetes mellitus, doencas calculosas, osteoartrite, doencas
cardiacas e algumas formas de cancer (BRAY, 2004).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica a obesidade baseando-se
no indice de massa corporal (IMC) definido pelo célculo do peso corporal, em
quilogramas, dividido pelo quadrado da altura, em metros; e também, pelo risco de
mortalidade associada. A obesidade é definida quando o IMC se encontra acima de
30 kg/m2. A OMS caracteriza a gravidade da obesidade em: grau | (moderado
excesso de peso), quando o IMC se situa entre 30 e 34,9 kg/mz?; grau Il (obesidade
grave), com IMC entre 35 e 39,9 kg/m2 e grau lll (obesidade mérbida), quando IMC é
maior que 40 kg/m? (KOLOTKIN et al., 2001).

Uma vez que as consequéncias para a saude sdo muitas e variam do risco
aumentado de morte prematura a graves doencas nao letais, mas debilitantes, que
afetam diretamente a qualidade de vida, a obesidade tornou-se um problema de
saude publica. Integra o grupo de doencas crdnicas nao transmissiveis, com
multiplos fatores de risco, histéria natural prolongada, longo curso assintomatico,
com periodos de remissdo e de exacerbacdo, lesbes celulares irreversiveis e

evolucéo para diferentes graus de incapacidade (TAVARES et al., 2010).
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3.2 Sindrome metabdlica

Na obesidade, quando ha também aumento da adiposidade visceral, esta
presente o principal critério para a chamada sindrome metabdlica (SM). A SM é mais
um conceito do que um diagndstico (SHAW et al., 2003).

A SM foi originalmente notada em 1920 quando Kylin, um médico sueco,
demonstrou a associacao entre hipertensédo arterial, hiperglicemia e gota. Depois,
em 1947, Vague descreveu que a obesidade visceral estava comumente associada
com as anormalidades metabdlicas encontradas em doencas cardiovasculares e
diabetes mellitus tipo 2 (KYLIN, 1920; VAGUE, 1947).

Em 1965, foi apresentada no Encontro Anual da Associacdo Europeia de
Estudos de Diabetes, uma sindrome que associava dislipidemia, hiperglicemia e
obesidade, por Avogaro e Grepaldi. O termo sindrome metabdlica foi usado pela
primeira vez em 1977, por Herman Haller, que estudava os fatores de risco
associados a aterosclerose, dislipidemia e esteatose hepatica (AVOGARO e
GREPALDI, 1965; HERMAN HALLER, 1977).

Em 1988, Reaven forneceu pesquisas com banco de dados significativos. Ele
descreveu um conjunto de fatores de risco para diabetes e doenca cardiovascular e
nominou de “Sindrome X”. Isto foi uma forte contribui¢do para introducdo do conceito
de resisténcia insulinica. Kaplan, em 1989, chamou a sindrome de “Quarteto da
Morte” pela combinacao de obesidade na parte superior do corpo, intolerancia a
glicose, hipertrigliceridemia e hipertenséo e, mais tarde, renominou de “A Sindrome
da Resisténcia Insulinica” em 1992 (REAVEN, 1988; KAPLAN, 1989, 1992).

A sindrome metabdlica (SM) € definida como um conjunto de fatores
fisiolégicos, bioquimicos, clinicos e metabdlicos interconectados que aumentam
diretamente o risco de DCV, DM2 e outras causas de mortalidade. Resisténcia
insulinica, adiposidade visceral, dislipidemia aterogénica, disfuncdo endotelial,
susceptibilidade genética, hipertensdo arterial sistétmica e estado de
hipercoabilidade sdo alguns componentes da sindrome (KAUR, 2014).

Varios grupos tém tentado desenvolver critérios diagnosticos para a SM. O
primeiro foi a OMS em 1998. Em resposta, o Grupo Europeu de Resisténcia
Insulinica, modificou a definigdo da OMS em 1999. Em 2001, A National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel (NCEP/ATP) divulgou a sua definigdo. A
American Association on Clinical Endocrinologists (AACE), em 2003, ofereceu uma

revisdo da definicdo da sindrome. Desta proliferacdo de definicbes sugeriu a
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necessidade de uma unificacdo. Em abril de 2005, a International Diabetes
Federation (IDF) prop6s uma nova definicdo para a sindrome metabdlica (KAUR,
2014).

A sindrome metabdlica aumenta diretamente o risco de doenca
aterosclerotica cardiovascular (DACV), DM2 e tem alto indice de mortalidade. No
conjunto de alteracbes corporais silenciosas, estdo o0s resultados de testes
laboratoriais anormais, incluindo dislipidemia aterogénica, intolerancia a glicose,
estado pro-inflamatorio, estado pro-trombotico e hipertensdo arterial. O critério que
por definicdo deve estar presente é a resisténcia insulinica determinada
laboratorialmente pelo teste oral de tolerancia a glicose ou pelo clamp
hiperinsulinémico-euglicémico (RITCHIE et al., 2007).

Os critérios do NCEP-ATP Il colocam como necesséria a presenca de trés
entre cinco fatores para estabelecer o diagnostico de SM, sendo esses a obesidade
abdominal (circunferéncia abdominal > 88 cm para mulheres ou > 102 cm para
homens), o aumento de triglicerideos (TG = 150 mg/dL), a redugdo do HDL-col
(HDL-col < 50 mg/dL para mulheres ou < 40 mg/dL para homens), a pressao arterial
elevada (PA = 130/85 mmHg) e a glicemia de jejum elevada (= 100 mg/dL). A IDF
publicou novos critérios que se assemelham aos do NCEP-ATP lll, entretanto, a IDF
prevé a obrigatoriedade da presenca do critério circunferéncia abdominal, conforme
as ragas. Essa considerou a obesidade abdominal mais fortemente correlacionada
com a resisténcia a insulina do que os outros critérios. O IDF identificou as
dificuldades, reorganizou e uniformizou os critérios para SM, e propds novos cortes
para diferentes populag@es, etnias e nacionalidades (RITCHIE et al., 2007).

Nos ultimos anos, tem-se percebido que os critérios tradicionais para SM
estdo limitados a identificar o risco de DM2 e DACV quando as anormalidades ja
estdo presentes e também impossibilita o seguimento futuro. As limitacdes dos
critérios tradicionais da SM estimularam estudos de pesquisas com maior forca
estatistica. Técnicas para generalizar sistemas de escores tém sido revisados
atualmente. Em geral, estes sistemas de escores utilizam os componentes da SM
para os criterios NCEP ATP-Ill, com algumas variagbes quanto a estimativa de
adiposidade, idade, sexo e racaletnia especifica, geralmente utilizando escore-Z
especifico para cada componente. Também se associam escores continuos clinicos
para a SM para aumentar capacidade de estimar o risco cardiovascular. Multiplos

estudos demonstram que os escores clinicos continuos para SM correlacionam-se
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positivamente com melhora de fatores de estilo de vida e respondem aos exercicios
fisicos. Os escores clinicos continuos para SM sédo: o método HOMA (Homeostasis
Model Assessment) de modelo de homeostase de resisténcia insulinica (glicemia de
jejum — mMol/L X insulinemia de jejum — ui/mL + 22,5), a proteina C reativa de alta
sensibilidade, o acido urico sérico e a adiponectina sérica. Para analise dos escores
se utiliza plataformas online de calculadoras para SM (DEBOER, 2017).

As implicacBes praticas do uso destes escores sdo determinar o risco atual e
futuro de DACV e DM2, o seguimento da evolucéo para estas doencas ao longo do
tempo e a tomada de conduta apropriada. Além de confirmar as pesquisas que
evidenciam a eficacia de terapias, tais como a metformina, que diminui a producao
hepética de glicose, ou de estatinas, que diminuem o risco cardiovascular, em
retardar a evolugdo da SM. Os escores podem monitorar o tratamento, confirmar a
eficacia na modificacdo do estilo de vida e motivar os pacientes, diminuindo
efetivamente o risco de DM2 e DACV (DEBOER, 2017).

3.3 Disfuncao de adip6citos no tecido adiposo branco

O tecido adiposo branco (TAB) é dinamico e modificavel, Gnico componente
gue pode variar entre 3 a 70% do peso corporal total; desenvolve-se entre a décima
guarta e vigésima quarta semana de gestacdo em humanos, e em roedores somente
no estagio poés-natal. E o Gnico tecido com potencial para crescimento continuo
quando em estado de oferta energética supérflua persistente (PARLEE, 2014).

A SM € um processo relacionado a inflamacéo sistémica, estresse oxidativo
e disfuncao do adipdcito. A obesidade esta fortemente associada a SM, sendo que o
tecido adiposo branco (TAB) desempenha um papel importante na homeostasia. O
TA ndo pode mais ser considerado um mero sitio de estocagem de excesso de
energia ou um isolante térmico, como ha 20 anos. Hoje, é visto como um 6érgao
altamente ativo, envolvendo numerosos processos metabdlicos, hormonais e
imunes, cujos produtos e reac¢des sdo capazes de atuar ndo somente no local, mas
também influenciar outros orgaos e sistemas. Varios mecanismos podem levar aos
processos deletérios no TA, incluindo disfuncdo endocrina, hipoxia local, diminuicdo
da capacidade de estocagem de lipideos, levando ao acumulo ectépico e inflamacao
cronica de baixo grau, local e sistémica, caracterizada por infiltracdo de células
imunes no TA e aumento na producado e secrecao de fatores pro-inflamatorios para
circulacdo (MRAZ; HALUZIK, 2014).
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A obesidade esta associada a um tipo diferente de inflamac&o crbnica de
baixo grau estéril ou metainflamacdo (inflamacdo de tecidos metabdlicos) e
caracterizada por somente um discreto aumento nos fatores pré-inflamatorios
circulantes e auséncia de sinais clinicos de inflamacéo (inflamagédo subclinica).
Apesar da baixa intensidade, a inflamacédo obesidade-induzida exerce profundos
efeitos na via metabdlica, e tem um papel central da resisténcia insulinica (MRAZ;
HALUZIK, 2014).

O tecido adiposo responde rapida e dinamicamente as alteracbes
nutricionais, tanto por deprivacdo como por excesso, através de um processo de
remodelagem, por infiltracdo de células inflamatorias, alteragcbes vasculares e de
matriz extracelular (MEC). Muitos processos fisiologicamente relevantes, da
remodelagem do TA, para o ser humano, podem ser estudados em modelos de
roedores, com a vantagem de que tanto o processo de extensdo, como o de reducao
ocorrem em uma velocidade extremamente rapida nestes animais. Um jejum de 24
horas em um rato esta associado a uma perda dramética do TA, e 24 a 48 horas de
exposicdo a dieta rica em gorduras aumenta o tamanho dos adipécitos e envolve
rapida infiltracdo de macrofagos. Sendo assim, este € o modelo ideal para o estudo
da expansado e reducdo do TA, bem como de adaptacdo a uma suplementacéo
nutricional diferenciada (SUN, 2011).

O tecido adiposo branco (TAB) tem funcdo metabdlica, enddécrina e
reguladora da homeostasia energética e da sensibilidade insulinica. E caracterizado
por sua capacidade de adaptacdo e expansdo em resposta a energia supérflua,
através do processo de hipertrofia de adipdcitos e/ou recrutamento e proliferacéo de
células precursoras, a chamada hiperplasia, recrutamento de células inflamatérias,
remodelagem vascular e da matriz extracelular (MEC) para adequada oxigenacao e
mobilizacdo de nutrientes (Figura 1). Quando a obesidade e a inflamacdo séo
sustentadas, 0s mecanismos adaptativos homeostéaticos falham e o TAB disfuncional
aumenta a secre¢cdo de adipocinas, faz estocagem anormal de lipideos e

adipogénese, assim como deposicéo exacerbada de fibrose e resisténcia insulinica.
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Figural—Hiperplasia de adip6citos e hipertrofia com hiperplasia de  adipdcitos.
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Fonte: RUTKOWSKI; STERN; SCHERER (2015).

O TAB anatomicamente é dividido em tecido adiposo subcuténeo e tecido
adiposo visceral, o local da expansao do tecido adiposo esta relacionada com as
complicacBes da obesidade. A expansibilidade do TA tem uma capacidade limitada
0 que leva a disfuncdo do TAB. A ndo expansdo do TAB e a necessidade de
acomodacdo para 0 excesso de energia, sdo determinantes para 0 inicio e
progressdo da obesidade associada com doencas metabdlicas, resultando em
deposicao ectdpica de espécies toxicas de lipideos em orgaos metabdlicos, como
por exemplo, no musculo ou figado, conhecido como insulto lipotdxico
(PELLEGRINELLI, 2016).

Os macrofagos s@o os maiores constituintes e mediadores da remodelagem
do TA, orquestram a resposta inflamatoria coexistente com a resisténcia insulinica
obesidade-induzida. A infiltracdo macrocitaria no TA se da por quatro diferentes
mecanismos: hipertrofia e hiperplasia adipocitaria, morte do adipdcito, hipdéxia e fluxo
de &cidos graxos (SUN,2011).

Os mecanismos fisiopatologicos moleculares e celulares que regulam o
tamanho dos adipdcitos, o nimero e a expansado dependente de depdsito lipidico,
estdo sujeitos a uma série de eventos complexos, envolvendo substancias
biologicamente ativas como a leptina, interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral
a T-0), resistina, vaspina, vinfastina entre muitas outras citocinas que atuam como
reguladores metabdlicos dos carboidratos e lipideos, gerenciadores da fome e da
saciedade, e da sensibilidade insulinica (PROENCA et al., 2014).
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Uma importante distingdo precisa ser estabelecida entre a expansao
‘saudavel’ e expansdo patolégica da gordura. Na expansdo saudavel, um
recrutamento de precursores de adipdécitos que se diferenciam em células pequenas,
estroma e outros tipos de células apropriadas para o TA, com subsequente
vascularizacdo, inducdo minima de matriz extracelular (MEC) e pouca reacao
inflamatoria. Ja na expansdo patolégica, ocorre um crescimento rapido dos
adipdcitos, células grandes hipertroficas, alto grau de infiltracdo de macréfagos,
desenvolvimento limitado de vasos sanguineos e fibrose macica, levando a
inflamac&o crénica que resulta em resisténcia insulinica, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2: Infiltracdo de macréfagos, liberacdo de citocinas e fibrose resultando em resisténcia
insulinica
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Fonte: Modificado de COELHO, M.; OLIVEIRA, T.; FERNANDES, R.

Cinti e cols. (2005) levantaram a hipotese de que a hipertrofia dos adipdcitos
acelerada, que ocorre na obesidade, leva a necrose, que é outro forte estimulo
fagocitario e fundamental para mediar a infiltracdo do TA por macrofagos. Esses
macrofagos se agregam ao redor desses adipdcitos necroéticos, formando estrutura

tipo coroa (crown-like), visto na obesidade grave. Nesse estado, eles se fundem
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para fagocitar grandes quantidades de lipideos, formando sincicios multinucleares,
gue sao tipicos de inflamacdo cronica. Ndo se pode afirmar se ocorre necrose ou
apoptose dos adipdcitos, porém resulta em acumulo de lipideos inertes, desprovidos
de camada proteica e que ndo sofrem acgdo das lipases, como ocorre na hidrélise
dos triglicerideos. A remocéo desses lipideos acumulados € uma etapa fundamental
na remodelagem do TA.

Os adipécitos hipertrofiados criam areas de micro hipdxia local no TA nos
estagios iniciais da expanséo, levando a diminuicdo do aporte de oxigénio. Nessas
areas, algumas adipocinas sao liberadas como o fator inibitério de migracdo de
macrofagos (MIF), matriz de metaloproteinase 2 (MMP2) e matriz de
metaloproteinase 9 (MMP9), interleucina-6 (IL-6), inibidor do ativador do
plasminogénio 1 (PAI-1), angioplasminogénio 4, fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e leptina. A liberacdo destas substancias e fatores de crescimento
promovem resposta fibrética local na MEC (CINTI et al., 2005).

Os &cidos graxos estocados nos adipécitos hipertroficos séo liberados
através da lipdlise durante o jejum. Alguns destes &cidos graxos vao para o figado
onde sdo estocados; outros sdo oxidados em outros 6rgdos, principalmente no
musculo. Uma menor proporcédo de acidos graxos é reestereficada localmente nos
adipécitos. Aqueles acidos graxos que ndo sdo reestereficados exercem um papel
critico, em varios orgdos, como fornecedor primario de energia durante o jejum
prolongado. Também podem atuar como ligantes para complexos de linfocitos T
(toll-like receptors - TLR4) ativando a classica resposta inflamatéria crénica. Um
aumento local da concentracdo de lipideos extracelulares termina por também
elevar o acumulo de macrofagos no TA (CILDIR; TERGAONKAR, 2013).

Estes quatro mecanismos de recrutamento de macrofagos para infiltracéo do
TA (hipertrofia/hiperplasia, hipdxia, regulacdo quimiotaxica e fluxo de acidos graxos)
atuam de forma independente, entretanto, as vias inflamatorias e metabdlicas sao
estreitamente interconectadas e ocorrem num processo extremamente dinamico
(SUM, 2011).

O TA é um 6rgdo muito heterogéneo, ndo somente pelos diferentes tipos de
TA, isto é, tecido adiposo branco, tecido adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo
bege, mas também por sua distribuicdo em multi-depositos. Tanto o TAB como o
TAM coexistem em varias localizacbes. Por sua alta heterogeneidade, os depositos
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de TA devem ser considerados como mini O0rgdos com caracteristicas e
funcionalidades autbnomas (BADIMON; CUBEDO, 2017).

Baseado nessa heterogenecidade, o TA € capaz de alterar suas
caracteristicas estruturais, celulares e moleculares, dependendo das condi¢cdes
fisiolégicas ou patolégicas que impacta diretamente sua funcionalidade, este
conceito é tido como plasticidade (BADIMON; CUBEDO, 2017).

Uma alteracgéo fisioldégica observada no TA é uma progressiva diminuigdo no
TAM e aumento dos adipécitos brancos com a idade. E interessante que o efeito
inverso € observado em roedores expostos ao frio e com a préatica de exercicios
regulares em humanos. A plasticidade do tecido adiposo também € observada em
muitas situacdes patolégicas com fatores de risco cardiovascular, quando o TA é
disfuncional. Especialmente, individuos obesos apresentam atrofia do TAM
associado com hipertrofia adipocitaria e aumento de TAB visceral e hiperglicemia
frequente (BADIMON; CUBEDO, 2017).

Em obesos com SM, ocorre estocagem ectopica de gordura em 6rgaos e
tecidos que normalmente nao estariam envolvidos, como nos musculos e nos vasos
sanguineos. Os adipdcitos hipertrofiados repletos de gordura, assim como outras
células de 6rgdos com gordura ectopica, sao resistentes aos efeitos sinalizadores da
insulina. O acumulo de lipideos e triglicérides ocorre em varios 6rgaos, incluindo o
pancreas e o figado. A presenca de gordura saturada no figado causa resisténcia
insulinica neste 6rgao e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (AUBERVAL et al.,
2014).

A perda de peso, independente do tratamento, leva a um declinio nos
depdsitos de gordura ectépica, sendo capaz de restaurar, pelo menos parcialmente,
a homeostase metabdlica do TA. Um recente estudo mostrou que além dos efeitos
benéficos na qualidade de vida, a reducdo de peso diminui a hipertrofia dos
adipécitos em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Porém ndo houve
diminuicdo no numero das células de gordura. Importante lembrar que o tamanho do
adipdcito esta correlacionado com a sensibilidade insulinica. O mecanismo que leva
a reducdo no didametro dos adipoécitos permanece desconhecido (ANDERSSON et
al.; 2014).

O aumento da incidéncia desta doenca crbénica ndo transmissivel deve-se
ao estilo de vida da sociedade moderna, como sedentarismo e habitos alimentares

inadequados. Estudos apontam que nos ultimos vinte anos, um acentuado aumento
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na obesidade e na presenca da SM, tém sido associados a um aumento de 30% da
ingesta de frutose nos EUA. A frequente realizacdo das refeicbes em fast-foods
também tem sido relacionada com o aparecimento da SM. Para avaliar este impacto
no metabolismo aplica-se, em modelo animal, a chamada dieta de cafeteria, também
conhecida na literatura como hiperlipidémica, “ocidentalizada” ou de fast-foods
(BADIMON; CUBEDO, 2017).

Ela contém alimentos carregados em energia, com grande aporte calérico,
rica em sodio e gorduras saturadas e pobres em fibras. Esta dieta, administrada em
ratos, promove um padréo alimentar hiperfagico e hipercalorico, um rapido ganho de
peso, aumento da massa de tecido adiposo, intolerancia a glicose, resisténcia
insulinica e hiperinsulinemia (BALLESTERI et al., 2015).

As vantagens do uso de dieta rica em gorduras e em carboidratos € o tempo
menor para induzir SM em ratos Wistar de 16 para 8 semanas. Os resultados de
estudos também mostraram acumulo significativo de lipideos no miocardio,
hipertrofia ventricular esquerda, aumento de gordura visceral e alteragbes
morfologicas hepéticas (ANGELOVA, 2013).

3.4 Intervencao na SM

A identificacéo clinica e 0 manejo adequado de individuos com SM deve ser
precoce para reduzir os riscos de doencas subsequentes. A prevencao efetiva inclui
alteracdes no estilo de vida, inicialmente com perda de peso, dieta e exercicios. O
tratamento farmacoldgico deve ser considerado para aqueles que ndo alteram
fatores de risco com as medidas iniciais. A intervencdo deve ser multidisciplinar,
baseada em uma modificacdo do estilo de vida, beneficios psicolégicos e em uma
educacdo voltada para saude, para contribuir com reducdo de todos os riscos
metabolicos (Kauer, 2014).

O China Da Qing Diabetes Prevention Study, com seguimento de 20 anos, de
intervencao intensiva no estilo de vida, mostrou reducdo de 43% (95% CI 19-59) da
progressao para DM2, e 47% (95% CI 1-71) da retinopatia. Porém, nao identificou
reducdo de risco para nefropatia, neuropatia, eventos cardiovasculares e
mortalidade (GUANGWEI, 2008).

Vérios estudos ja foram publicados, referente ao uso de farmacoterapia
para prevencdo de DM em individuos com SM, tanto com medicamentos anti-

obesidade, quanto com medicamentos sensibilizadores da insulina com potencial
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antihiperglicémico. Os que apresentam maior numero de estudos na literatura séo a
metformina e o orlistat (GARBER, 2015).

O cloridrato de metformina é uma biguanida com agéo antihiperglicemiante,
usada ha mais de sessenta anos e com mecanismo de acdo ainda ndo totalmente
elucidado. O sitio principal de acdo da metformina é na mitocondria inibindo o
complexo 1, reduzindo o consumo de oxigénio no musculo e diminuindo a
gliconeogénese pelos hepatocitos. Outra acdo da metformina é ativar a proteina
quinase dependente de monofosfato de adenosina (AMPK), o sensor celular critico
regulador da homeostase energética. A AMPK ativada promove captacao de glicose
e oxidacdo de acidos graxos pelo muasculo, e no figado também diminui
gliconeogénese e lipogénese. Existe uma agdo AMPK-independente da metformina
gue age no receptor de glucagom, por fosforilagdo oxidativa, cujo mecanismo nao
estéa claro e parece ter influéncia racial (RENA, 2013).

O EMPOWIR (Enhance the Metabolic Profile of Women With Insulin
Resistence) foi um estudo clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado,
conduzido por duas universidades de New York, de fevereiro de 2008 a janeiro de
2011. Consistia de 3 bracos: dieta com carboidratos modificados, dieta em
combinacdo com metformina 2g/dia e metformina mais baixa dose de rosiglitazona
(4mg/dia). Em mulheres com discreto ganho de peso, teste de tolerancia a glicose
normal e hiperinsulinemia documentada. Intervencdo nas mais diversas populacdes,
visando melhora do perfil metabélico com redugéo do peso e diminui¢do de risco de
DM2 e comorbidades. O estudo mostrou que a resisténcia insulinica pode preceder
obesidade, e que dieta com metformina sustentada por 12 meses leva a reducao de
peso e diminuicio de gordura visceral em mulheres com sobrepeso,
normoglicémicas e com hiperinsulinemia documentada (area sob a curva de insulina
2100 pU/mL (calculado por aproximacao trapezoidal), ou uma resposta de insulina
260 Mu/mL no teste oral de tolerancia a glicose com 75g, entre o tempo zero e 120
minutos (MOGUL, 2016).

O orlistat € um derivado hidrogenado do lipostatin (tetrahidrolipostatin), uma
droga anti-obesidade, inibe a acdo do tri e do di-acilglicerol lipase intestinal,
diminuindo a absorcéo de lipideos provenientes da dieta (WESSELS et al., 2014).
Resultados de uma meta-analise que avaliou 16 estudos clinicos placebo-
controlados com orlistat mostrou reducéo de peso de 2,9% (95%IC- 2,3 a 3,4%) a

mais que o placebo. No estudo XENDOS (Xenical in the Prevention of Diabetes in
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Obese Subjects), New Jersey, publicado em 2004, que teve duracdo de 4 anos, 0
orlistat mais alteracdo no estilo de vida, em pacientes obesos, reduziu risco de
progressdo para DM2 em 37% (GABER, 2015). Estes beneficios podem estar
associados ndo s a absorc¢do limitada de lipideos e reducao de acidos graxos livres
plasmaticos, mas também a um aumento na producao de incretinas e modulacéo de

secrecdo de citocinas pelos adipdcitos (DEROSA, 2016).

3.5 Analise histomorfométrica

A morfometria € o estudo matematico de formas pertencentes a uma mesma
populacdo estatistica (DRYDEN; MARDIA, 1988). Nas ciéncias biomédicas a
quantificacdo tem por meta estabelecer as medidas para se ter objetividade em
diagndsticos, e até mesmo em progndsticos. Nesta area a morfometria € a atividade
de medir estruturas anatébmicas para se obter dados quantitativos (TEIXEIRA et al.,
2005).

Para se realizar a histomorfometria (morfometria de tecidos) € utilizada a
unidade micrébmetro ou micron, cujo simbolo é um, que equivale a milésima parte do
milimetro. Quando se utiliza microscopia Optica de luz e 0 método de inclusdo em
parafina, a espessura do corte é de extrema importancia. Esta técnica é amplamente
utilizada para analise de tecido 6sseo. (PARDINI; ASSIS, 2005). O diametro e o
perimetro de adipécitos podem ser medidos em micrémetros (um) e a area em
micrémetros quadrados (um?2) a partir de imagens obtidas de TA corado pelo método
da hematoxilina-eosina (FOX; BARRIS, 2004).

O Image-J® é um software de processamento e analise de imagens digitais,
semi-automatizado, de dominio publico, em linguagem em JAVA, desenvolvido por
Wayne Rasband no National Institutes of Health. O calculo das é&reas é feito pela
contagem de pixels (picture element) das regides selecionadas. Para fazer as
medicdes é preciso calibrar a foto, informando ao programa qual é o tamanho em
Mm de cada pixel. Este software é muito Util e pratico para medidas de
microestruturas na imagem, como 0 nimero de microestruturas no campo e a areas
dos microelementos estruturais. No caso do TA para avaliar hiperplasia e hipertrofia
(DIAS, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho consistiu em uma pesquisa pré-clinica, interdisciplinar, realizada
no NAEVI (Nucleo Avancado de Estudos da Vida), Laboratério de Técnica
Operatéria e Cirurgia Experimental e Laboratério de Andlises Clinicas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) e no Laboratério de Anatomia
Patolégica de Ponta Grossa. Aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pro-reitora de Pesquisa e Poés-graduacdo da UEPG - processo
037/2016.

A padronizacdo teve como base as Normas Bibliograficas para Trabalhos

Cientificos, da Universidade Estadual de Ponta Grossa (2014).

4.1 AMOSTRA
Foram utilizados 40 ratos albinos da raca wistar (Rattus norvergicus),
machos, adultos com trés meses, com peso variando de 300 a 350 gramas, no inicio

do experimento.

4.1.1 DEFINICAO ESTATISTICA DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado, no programa G. POWER 3.1.9.2,
(Dusseldorl, Germany) para uma forga de 95%. Utilizou-se os valores de glicose
encontrados por Ballestreri et al., (2015), para calcular o N amostral. Observa-se que
com um N de 7 animais por grupo sera obtido uma forca acima de 95%, contudo foi
acrescido em 30%, com objetivo de se ter um N maior na eventualidade de perdas
durante a fase experimental, para que essas nao interferissem nos resultados.

Para as variaveis com resultados definidos através de escore foi usado o
teste Kruskal-Wallis. Para a analise das variaveis continuas utilizado o teste ANOVA,
com 0 pOs-teste de Tukey para um valor do p <0,05. Foram definidas como
estatisticamente significativas aquelas amostras que, quando comparadas
apresentarem um p<0,05 para medida de magnitude das diferencas. (Gréfico 1)
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Grafico 1: Teste ANOVA da amostra

F tests — ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way
Number of groups = 4, «x err prob = 0.05, Effect size f = 0.894427
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4.1.2 RANDOMIZACAO

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, conforme descritos
abaixo e organizados no quadro 1.

O grupo dieta padrao (DP) foi composto por 10 animais que foram
submetidos a eutanasia com 84 dias de dieta padrdo, comercial, normocalorica, para
se determinar os valores médios das variaveis estudadas, com o0s animais
recebendo dieta balanceada. Este grupo foi o controle para os padrdes fisioldégicos
para idade dos animais.

O grupo dieta de cafeteria modificada (DCM) foi composto por 10 animais
que receberam a dieta hiperglicidica-hiperlipidica por 84 dias e foram submetidos a
eutanasia ao final do experimento, para avaliacbes das variaveis. Este grupo foi o
controle da DCM em 84 dias.

O grupo dieta modificada com metformina (MM) foi composto por 10
animais que receberam a dieta de cafeteria modificada por 14 dias e a partir dessa
data, intervencdo por gavagem, de 40 mg de cloridrato de metformina diariamente.
Este grupo recebeu metformina por 70 dias e ao final foi submetido a eutanasia para
coleta das amostras.

O grupo dieta modificada com orlistat (MO) foi composto por 10 animais
gue receberam a dieta de cafeteria modificada por 14 dias e a partir dessa data,
intervencao por gavagem, 10 mg de orlistat diariamente. Este grupo recebeu orlistat
por 70 dias e ao final do experimento foi submetido a eutanasia para coleta das
amostras. Quadro 1



Quadro 1: Randomizacao grupos/tempo
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Grupos MO
n=10
DCM
Tempos +
e Atividades
orlistat
Apo6s Inicio da
adaptacao dieta
Inicio da dieta Cafeteria
de cafeteria modificada
(2 semanas)
Inicio dos Orlistat
farmacos 10mg/dia
+
(10 semanas) dieta
Cafeteria
modificada
(12 semanas) Eutanésia

4.2 CUIDADOS COM OS ANIMAIS

Para o inicio do experimento, os animais foram alojados em uma sala do
NAEVI da UEPG, sendo acondicionados em gaiolas-padréo, 5 animais/gaiola,
forradas com serragem, com acesso a agua tratada e racdo comercial, Labina
Purina® (Parana, Brasil), ad libitum, por 15 dias, para ambientacdo. Os animais
permaneceram mantidos sob condi¢cfes constantes de luz e temperatura, com doze
horas de claridade e doze horas de escuriddo, a uma temperatura de 20£2° C, em

sala isenta de ruidos e iluminada com lampadas fluorescentes.
4.3 DIETA E INTERVENCOES TERAPEUTICAS
4.3.1 DIETA DE CAFETERIA MODIFICADA:

A dieta de cafeteria modificada, hiperglicidica-hiperlipidica, foi composta na

seguinte proporcdo: racdo comercial padrdo (355g), amendoim torrado (1769),
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caseina micelar (123g), 6leo de milho (82g), achocolatado (88g) e bolacha maisena
(1769). Os ingredientes foram triturados, formado pellets e secados em temperatura

média de 180°C por 40 minutos (Figuras 3 e 4).

Figura 3: pellets DCM, pré secagem Figura 4: DCM

Fonte: A autora Fonte: A autora

O produto final embalado e mantido em geladeira para sua conservacao.
Esta composicdo apresenta 27% de proteinas, 43% de carboidratos, 20% de
lipideos e 10% de outras substancias, perfazendo 4,6kcal/g (MARQUES et al.,
2015).

Esta dieta leva a uma maior sobrecarga de lipidios e maior formacao de
triacilglicerdis. Consequentemente, ha maior aumento da gordura Vvisceral,
triglicerideos e diminuicdo do HDL em menor tempo em relagéo a dieta de cafeteria
convencional (NASCIMENTO et al., 2008).

4.3.2 DOSES
As doses dos farmacos foram calculadas pelo método de extrapolacao
alométrica interespecifica, segundo Pachaly e Brito (2000), que se baseia na dose e
na taxa metabdlica basal (TMB) do animal modelo (homem) e taxa metabdlica basal
do animal alvo (rato wistar).
DD RATO = (DD no HOMEM X TMB RATO) ~TMB HOMEM

(Dose diaria (DD) no Modelo + TMB do Modelo) X TMB do animal Alvo =

Dose diaria (DD) do animal alvo.
O calculo foi feito com base na dose maxima diaria para um homem de 80Kg.
A dose calculada para o rato wistar, de 300g, foi de 33,48mg/dia de metformina e de

7,09mg/dia de orlistat (arredondado para 40 e 10mg/dia, respectivamente).
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4.3.3 DILUICOES

Cloridrato de metformina, comprimidos de 500mg, 10comprimidos foram
triturados e dissolvidos em agua purificada (g.s.p.125ml) perfazendo uma
concentracéo de 40 mg/mL, empregando o medicamento Glifage®500, Merck, (Rio
de Janeiro, Brasil).

Orlistat, 10 capsulas de 120mg foram abertas e o conteudo disperso em 10ml|
de etanol PA e, em seguida em &gua purificada (q,s.p.120ml) perfazendo uma
concentracdo de 10mg/mL, empregando o medicamento Orlipid®120, EMS Sigma
Pharma, (Sao Paulo, Brasil).

Tanto a metformina quanto o orlistat foram diluidos semanalmente e
armazenados sob refrigeracao. (Figura 5)

A intervencao farmacolégica foi administrada por agulha de gavagem 18GA,
diametro 1,2mm, esfera 2,25mm, cumprimento 38mm, Ciencor®, (Sao Paulo, Brasil),
no volume de 1mL/dose Unica diaria as 16 horas. (Figura 6)

Durante o experimento 0s animais receberam &agua tratada e racdo, ad

libitum.

Figura 5: Diluicho  Figura 6: Gavagem

(R

Fonte: A autora Fonte: A autora

4.4 ATO OPERATORIO, COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E EUTANASIA

No 84°. dia do experimento os 40 animais foram pesados, marcados e
submetidos a cirurgia para coleta de sangue e Orgaos. As cirurgias realizadas no
laboratorio de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da UEPG pela equipe
constituida por um cirurgido, auxiliar 1 e auxiliar 2. Auxiliar 2 para peso,

acondicionamento e identificagdo das pecas cirurgicas.
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O protocolo cirargico seguiu as seguintes etapas:

1-Anestesia intraperitoneal, utilizando Xilazina 2% (10mg/Kg de peso
corporal) associada a Quetamina (40mg/Kg de peso corporal);

2-O animal em decubito dorsal, fixado pelas patas na mesa cirdrgica;

3-Antissepsia com PVPI (iodopolvidine) e colocacdo de campo cirdrgico
fenestrado;

4-Incisdo cirurgica paraesternal esquerda e abertura por planos até a
cavidade pleural;

5-Exposicao do coracao.

6-Puncdo cardiaca com agulha n°30x0,8mm e aspiracdo de
aproximadamente 20ml de sangue;

7-Em seguida realizada eutanasia com injecao intraperitoneal de sobredose
anestésica (quatro vezes a dose anestésica);

8-Incisdo abdominal em “U”, sendo a base suprapubica, e as laterais,
seguindo pela parede anterolateral do abdome até rebordos costais para exposicéo

da cavidade abdominal; (Figura 7)

Figura 7: Inciséo em U para exposicdo da cavidade abdominal.

Fonte: A autora

9-Seccao dos arcos costais envolvidos, com ampla exposi¢cédo das cavidades
abdominal e toracica,;
10-Registro fotografico (camera Sony dsc-w320, 14.1 megapixels,

Okinauawa, Japan);
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11-Disseccéao e resseccao das gorduras: visceral omental, retroperitoneal e
epididimal, seguido de pesagem em balanca de precisdo Shimadzu BL320 H ( Kioto,
Japao) e imediato acondicionamento em recipiente contendo solucdo de formol a
10% e identificados individualmente.

12-Resseccdo do omento: A margem de resseccao foi delimitada com inicio
no piloro terminando no primeiro vaso curto da grande curvatura gastrica. A

resseccdao foi realizada junto a grande curvatura gastrica; (Figura 8)

Figura 8: Ressecgéo do omento.

Limite
primeiro vaso curto

da curvatura

Limite pildrico

Fonte: A autora

13-Resseccdo da gordura retroperitonial: A gordura retroperitoneal foi
retirada tendo como limite cranial o polo cranial do rim e limite caudal a bifurcagéao
dos vasos iliacos. Retirada a gordura, ficaram expostos a bifurcacdo dos vasos

iliacos e a musculatura retroperitonial; (Figuras 9, 10, 11 e 12)

Figura 9: Gordura retroperitonial

Gordura retroperitonial

Fonte: A autora
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Figura 10: Limites da gordura retroperitonial

Limite cranial

Limite caudal

Fonte: A autora

Figura 11: exposicao dos vasos iliacos ap6s remocao da gordura retroperitonial

Bifurcacdo dos vasos iliacos

Fonte: A autora

Figura 12: Exposi¢do da musculatura retroperitonial pds remocao da gordura

Exposicdo da  musculatura

retroperitonial pds- ressecgao

Fonte: A autora
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14-Resseccédo da gordura epididimal: A gordura epididimal é retirada tendo

como limite o canal epididimal junto ao testiculo. (Figura 13)

Figura 13: Resseccédo da gordura epididimal

Testiculo

Fonte: A autora

4.5 ANALISES BIOQUIMICAS

Todos os animais tiveram a glicemia capilar avaliada no primeiro dia do
experimento, e apds, semanalmente. Realizadas via caudal, empregando fitas
reagentes do glicosimetro Freestyle® (Abbot laboratério, Alameda, Ca, USA).

O sangue coletado no 84° dia (cerca de 10mL), por puncdo cardiaca,
destinado a exames laboratoriais, realizados no Laboratorio de Analises Clinicas da
UEPG. Para dosagem de glicemia, triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol

foram usados tubos de ensaio sem aditivos e métodos enzimaticos automatizados.

4.6 MACROSCOPIA

Foi observado o acumulo de gordura tanto subcutanea, quanto visceral, em cada
grupo experimental. Embora a avaliacdo seja subjetiva, foi comparado os grupos e
realizado registro fotografico com camera Sony, dsc-W320, (Okinauawa, Japan).
(Figurasl14 e 15)
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Figura 14: grupo MM - Figural5: grupo DCM -
macroscopia macroscopia

Fonte: A autora Fonte: A autora

4.7 MICROSCOPIA

4.7.1 PREPARO DO MATERIAL

As gorduras epididimal, retroperitonial e omental, retiradas na totalidade
viavel, foram conservados em solucdo de formalina a 10% e encaminhados para o
Laboratério de Anatomia Patolégica de Ponta Grossa para exame
anatomopatoldgico.

Os fragmentos para estudo escolhidos pelo patologista responsavel pela
andlise, considerando aqueles de melhor integridade. Para a preparacdo das
laminas foi realizada a desidratacdo dos tecidos com alcool etilico, tratamento pelo
xilol, impregnacao e inclusdo em blocos de parafina. A microtomia feita em cortes
de seis micrébmetros de espessura.

As secgOes foram estendidas em banho-maria e coladas em laminas de
vidro. A coloracao utilizada foi pelo método hematoxilina-eosina.
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4.8 HISTOMORFOMETRIA

O patologista selecionou laminas para a documentacdo microfotogréfica.
Foram realizadas 2 microfotografias de cada lamina, os campos foram selecionados
quando estavam completos por adipdcitos intactos na sua maior parte, foi usado
intensidade de luz 3, a objetiva 4 foi usada a para escolha do campo, e a objetiva 20
para a captura da imagem, o tempo de exposicdo de captura foi 500us, white
balance.

Foi analisado o numero total de adipdcitos por campo microfotografico e a
area de 9 células por campo. Em cada microfotografia foi escolhido 3 campos.
Portanto em cada animal foi avaliado 6 vezes o numero total de adipdcitos omental,
retroperitonial e epididimal. E foi medido a area de 54 adipdcitos da gordura omental,
54 adipécitos da gordura retroperitonial e a area de 54 adipécitos da gordura
epididimal, de cada animal. Perfazendo um total de 18 analises/animal do nimero de

adipécitos e 162 analises/animal de area celular.
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Figura 16: Fluxograma das avaliacGes das gorduras

LAMINA FOTO CAMPOS TOTAL
CAMPO1
cAMPO2 |7
CAMPO3 6 contagesns/lamina
cC C C 54 areas/lamina
- X 40ANIMAIS
CAMPO1 240 contagens de adipécito
2160 areas medidas
OMENTAL CAMPO2
CAMPO 3 —
CcC C C
CAMPO1
CAMPO2
—— C C
CAMPO 3
6 contagesns/ lamina

54 areas/lamina

RETROPERITONEAL X 40ANIMAIS
CAMPO1
240 contagens de adipécito
CAMPO2 2160 areas medidas
cC C C CAMPO 3
CAMPO1
CAMPO2
CAMPO3
6 contagesns/ laminas
54 areas/lamina
EPIDIDIMAL X 40ANIMAIS
CAMPO1 240 contagens de adipécito
CAMPO2 2160 areas medidas
CAMPO 3

720 CONTAGENS

6480 AREAS




38

A histomorfometria foi realizada pelo programa ImageJ®, acesso livre
(htpp://rsbweb.nih.gov/ij/), por um Unico pesquisador, sendo avaliado o numero total
de células adiposas por campo escolhido. Para a analise da &rea do adipdcito, foi
usado como critério, 9 células integras, 3 da primeira coluna a direita do campo, 3
da coluna central e 3 células integras da coluna a esquerda do campo fotografico, foi
usado o recurso de sobreposicdo de grade escalométrica, para que nao houvesse
escolha do pesquisador. Segundo Parlee et al., (2014) n&o existe diferenca
significativa da média de area de adipdcitos quando se usa 3, 10, 100, 500 ou 1000

células para analise. (Figuras 17, 18 e 19)

Figura 17: Processamento e analise de imagens em JAVA

! Image)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o|~<|4fNAla o0 s 40| 7] | |»

“More Tools" menu (switch toolsets or add tools)

Fonte: htpp://rsbweb.nih.gov/ij/

Figura 18: contagem de adip6citos por campo (ImageJ)

693.88x522.45 u (1360x1024); RGB; 5.3MB

Fonte: A autora
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Figura 19: Grade escalométrica para auxiliar o uso do critério para medida da area do
adipécito

679.86x511.90 u (1360x1024); RGB; 5.3MB

Fonte: A autora

Em cada lamina de tecido adiposo foram feitas 2 imagens com o
fotomicroscopio (Olympus AX-70) disponivel no laboratério de histologia ,do
departamento de odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, 3 campos
foram selecionados de cada foto para analise, sendo que cada animal teve as 3
amostras de decido adiposo ( epididimal, omental e retroperitonial), perfazendo um
total de 54 éareas de adipécitos/aminal/ gordura e 6 contagens de numero de
adipdcitos/animal/gordura. A andlise final resultou da avalicdo de 6480 areas de
adipécitos e 720 campos com contagem do numero total de adipdcitos.

A histomorfometria foi realizada por um Unico pesquisador. Outro participante
do trabalho fez o mascaramento das fotografias, para a avaliacdo cega, visando
minimizar ou afastar comportamentos tendenciosos do pesquisador. ApGs analise

histomorfométrica dos campos, foi feito a decodificacdo do mascaramento.

4.9 VARIAVEIS ANALISADAS

As variaveis avaliadas foram: peso, glicemias capilares semanais, exames
bioquimicos no final do experimento (triglicérides, colesterol total e colesterol- HDL)
e 0s tecidos adiposos retroperitonial, omental e epididimal, (morfometria e contagem

de adipdcitos).
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4.9.1 ANALISES ESTATISTICAS

Para analise deste estudo analitico intervencionista, foi usado o
programa IBM SPSS statistics 20 ®. Apds a avaliagcdo da normalidade dos dados,
com variaveis quantitativas continuas foi utilizado o teste ANOVA. Para analises
comparativas das variaveis foi feito o teste de comparacdo multipla de Dunnett. Foi
definido como estatisticamente significativo um p<0,05. As variaveis foram

apresentadas por média e desvio-padréo.



5 RESULTADOS

Na analise estatistica dos pesos, 0os animais do grupo DCM tiveram média de
peso superior aos demais grupos nas semanas 6, 7 e 8 (p=0,036), nas demais
semanas todos o0s grupos mantiveram pesos sem diferenca estatistica (p=0,06). O

gréafico 2 apresenta a evolucdo das médias de peso durante o experimento.

Gréfico 2: Evolugdo das médias de peso dos grupos
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Peso em gramas; S=Semana; p=0,06

As médias de glicemias capilares mantiveram-se semelhantes durante toda a
avaliacao (p>0,05), exceto na semana 7 que o grupo MM apresentou uma glicemia
maior que os demais (p<0,05). Observou-se redugdo na média das glicemias
capilares, em todos 0s grupos de animais da terceira a quinta semana, apds este

periodo ocorreu um discreto aumento, ndo estatisticamente significativo, que se

manteve até o final do experimento.

Gréfico 3: Média das glicemias capilares por semana
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O consumo de racao foi avaliado a cada semana e comparado entre 0s
grupos. A tabela 1 mostra a média do aumento no consumo de racdo por semana.
O grupo DP apresentou aumento de consumo de racdo estatisticamente significativo
(p>0,001) quando comparado aos grupos que receberam dieta de cafeteria

modificada.

Tabela 1: Médias do aumento do consumo de ragéo.

Grupo Consumo em Gramas
(p<0,001)

MO 16,56
Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (P < 0,01).

Quanto aos parametros bioquimicos, obtidos no final do experimento, a tabela

2 mostra que nao houve diferenca entre os grupos.

Tabela 2: Pardmetros bioquimicos no final do experimento.

Triglicerideos (mg/dl) | Colesterol total (mg/dl) | HDL-colesterol (mg/dl)

Grupo
p=0,082 p=0,193 p=0,127

MO 137,8 * (55,763) 100,2 * (20,794) 51,6 + (13,591)

Quanto a gordura visceral, a analise da média do nimero de adipdcitos indica
se ocorreu hiperplasia, enquanto a média das areas mostra se houve hipertrofia
adipocitéaria.

Na gordura omental, os resultados obtidos tanto para média de numero,
guanto para média das areas, foram estatisticamente significativos com um p<0,001.

O grupo DP foi o que apresentou maior média do nimero de adipécitos
comparado aos outros grupos. O grupo DCM teve a média do numero de adipoécitos
semelhante aos dois grupos com intervencao terapéutica (MM e MO). O grupo com

dieta padréo foi o que teve maior hiperplasia na gordura omental (Gréafico 4).
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Gréfico 4: Gordura omental - média do nimero de adipécitos (comparacao entre 0s grupos).
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Ndmero de adipdcitos/campo microscopico. DP(dieta padrdo); DCM(dieta de cafeteria modificada);
MM(DCM+metformina); MO(DCM+orlistat).

Na gordura omental, a analise das médias das areas revelou que o grupo DP
foi semelhante ao grupo MO, e ambos foram menores que os grupos DCM e MM.
N&o houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos DP e MO, nem
entre os grupos DCM e MM.

Houve aumento da média das areas nos grupos DCM e MM. A metformina
nao preveniu hipertrofia na gordura omental. O orlistat preveniu a hipertrofia na

gordura omental (Grafico 5).
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Gréfico 5: Gordura omental — média das &areas dos adipdcitos (comparagéo entre 0s grupos)
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MM(DCM+metformina); MO(DCM+orlistat).

Na avaliacdo da gordura retroperitonial houve maior diferenca
estatisticamente significante na analise das médias de areas (p<0,001) do que na
média do niumero de adipdcitos (p<0,05).

Observa-se que a média do nimero de adipdcitos foi semelhante nos grupos
DP e MM e nos grupos DiM e MO, e que nos dois primeiros ocorreu maior

hiperplasia da gordura retroperitonial (Grafico 6).
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Gréfico 6: gordura retroperitonial — média do numero de adipécitos (comparagdo entre 0s
grupos)
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Quando a média das areas da gordura retroperitoneal sédo analisadas
observa-se claramente que no grupo da dieta de cafeteria modificada (DCM) ocorreu
hipertrofia estatisticamente significativa (p<0,001), quando comparada com 0s outros
trés grupos.

Verifica-se que 0s grupos com intervencao terapéutica tiveram prevencao de
hipertrofia de adipécitos na gordura retroperitonial, DP=MM=MO (Gréfico 7).
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Gréfico 7: gordura retroperitonial — média das areas dos adipdcitos (comparagéo entre 0s
grupos)
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Média das areas dos adipdcitos em pum2. DP(dieta padrdo); DCM(dieta de cafeteria modificada);
MM(DCM+metformina); MO(DCM+orlistat).

A gordura epididimal foi a que teve os maiores valores de p (p>0,05), tanto
para a média do nimero, quanto para a média de areas de adipdcitos, mostrando
que esta ndo é a melhor escolha para avaliar a efetividade de intervencéo precoce.

Quanto a andlise de hiperplasia de adipécitos, esta ocorreu em todos 0s
grupos. Na comparagdo entre 0os grupos ocorreu significancia estatistica apenas

entre DP e MM (Gréfico 8).
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Gréfico 8: gordura epididimal — média do numero de adipdcitos (compara¢éo entre 0s grupos)
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Numero de adipdécitos/campo microscopico. DP(dieta padrdo); DCM(dieta de cafeteria
modificada); MM(DCM+metformina); MO(DCM-+orlistat).

Em relacdo a média das areas na gordura epididimal o grupo DCM, sem
intervencao terapéutica, apresentou maior hipertrofia (p<0,05) que 0s outros grupos,
a gordura epididimal foi a que mostrou a menor diferenga entre 0os grupos, porém
sua analise colaborou para afirmar que a terapia medicamentosa previne a

hipertrofia de adipécitos (Grafico 9).
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Gréfico 9: Gordura epididimal — média das areas dos adipécitos (comparagdo entre 0s
grupos)
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6 DISCUSSAO

O efeito do uso precoce da metformina ou orlistat na prevencao de disfuncao
de adipdcitos em ratos wistar submetidos a dieta hiperglicidica-hiperlipidica, € uma
pesquisa experimental, desenvolvida com base na interlocucdo interdisciplinar,
voltada para prevencdo de doencas cronicas ndo transmissiveis, relacionadas a
fisiologia alterada das células adiposas.

Muitos processos fisiologicamente relevantes de remodelagem do tecido
adiposo no ser humano podem ser estudados em modelos de roedores, com a
vantagem de que tanto para o processo de expansdo como de reducdo do tecido
adiposo, os fenbmenos ocorrem extremamente rapido. Um dia de jejum em um rato
esta associado com uma grande perda de tecido adiposo por um processo de
remodelagem agudo, que envolve uma infiltracdo rapida de macréfagos. Por outro
lado, a exposicdo a uma dieta rica em gorduras por dois dias pode causar um
aumento imediato no tamanho dos adipdcitos. Sendo assim, este € o modelo ideal
para o estudo da expansao e reducéo do tecido adiposo (SUN et al., 2011).

A pesquisa consistiu de 40 ratos, albinos, da raca wistar, adultos que foram
randomizados em quatro grupos experimentais: DP (animais que receberam ragao
comercial balanceada normocaloérica), DCM (animais com a dieta de cafeteria
modificada), MM (dieta de cafeteria modificada com metformina) e MO (racao
modificada e orlistat), e teve duracédo de doze semanas.

A definicdo do tamanho da amostra foi calculada para uma forca de 95% e
resultou em N=7 animais. Foi acrescido de 30% para eventualidade de perdas de
animais durante a pesquisa, como no exemplo de Ballaestri et al., (2015). Ocorreu o
Obito de 2 animais, um do grupo DP na quarta semana, e um do grupo MO na oitava
semana, atribuidas ao acaso, e que ndo alteraram os resultados obtidos.

Na randomizac¢do, onde todos os animais participantes do estudo, tanto do
grupo controle, quanto dos grupos de intervencdes, tém chances iguais de serem
alocados, pois isto evita viés de selecédo, ja que todos 0s grupos iniciam a pesquisa
em condicdes equivalentes (Ferreira, 2016). Nesta pesquisa todos os animais, ratos
wistar, eram machos adultos e iniciaram o experimento pesando entre 300 e 350g.

Os animais foram alocados em quatro grupos, compostos por 10 animais,
sendo 1 grupo controle para os padrdes fisiologicos para idade, que receberam dieta
padrao comercial (DP), ab libitum, por 84 dias; o grupo DCM foi o grupo controle

para idade dos animais submetidos a dieta de cafeteria modificada; e dois grupos
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receberam intervencéo terapéutica a partir do décimo quinto dia, que além da ragéao
modificada receberam a metformina ou o orlistat, MM e MO, respectivamente.

A dieta de cafeteria convencional é hiperglicidica e hipercal6rica, altamente
palatavel e oferecida por ciclos semanais de alimentos ricos em carboidratos e
lipideos, processados e ultra processados (PINTO JUNIOR, 2012). Entre os
alimentos que podem compor este tipo de dieta estdo: chocolates, bolacha maisena,
bolachas recheadas, leite condensado, refrigerantes, bacon, salchicha, queijos,
entre outros (VANEZELA et al.,, 2010). Com estas dietas ocorre um aumento da
gordura visceral e diminuicdo da sensibilidade insulinica, e ainda promovem
hiperfagia. Estas alteracbes comecam a ocorrer em um prazo, que varia na
literatura, de 14 a 20 semanas (SAMPLEY et al., 2011).

Neste experimento usamos a dieta, chamada por Nascimento (2006), de Plus,
que € composta por dieta padrdo comercial normocaldrica, associada com
amendoim torrado, Oleo de milho, achocolatado, bolacha maisena e caseina. Foi
mostrado um aumento visivel na quantidade de gordura visceral em apenas 30 dias
de uso maior do que em 60 dias do uso de dieta de cafeteria convencional (TOMAZI,
2008). Segundo Marques et al., (2015) a dieta plus, que foi denominada de dieta de
cafeteria modificada nesta pesquisa, promove a sindrome metabdlica em 8 a 9
semanas.

A intencao foi avaliar se a intervencdo terapéutica precoce seria capaz de
evitar ou atenuar o desenvolvimento de alguns dos eventos da SM, principalmente o
ganho de peso e a disfuncao adipocitaria, em individuos de risco. Como com a DCM
a SM é induzida em 8 a 10 semanas (THAMER, 2014), os farmacos foram
adicionados no décimo quinto dia do inicio da dieta.

A metformina e o orlistat foram escolhidos por ja apresentarem trabalhos
mostrando suas eficacias na evolucdo da SM (ZHON GHUA et al., 2011;
GOLDBERG et al., 2013; MONGUL, 2016). As doses dos medicamentos foram
calculadas pelo método da extrapolacdo alométrica interespecifica, que é baseada
na taxa metabdlica basal do animal alvo (rato wistar) e na taxa metabdlica basal do
animal modelo (homem de 80Kg). A qual vem sendo usada por alguns
pesquisadores, como Davanco (2013) e Garber (2015). As doses calculadas e
usadas foram de 40mg/dia de metformina e de 10mg/dia de orlistat, em dose Unica
diaria.
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Para a metformina, na maioria dos trabalhos, as doses variam de 50 a
500mg/Kg. Os efeitos na ativacdo da AMPK sao dose-dependente, e doses menores
que 100mg/Kg ja atuam nos efeitos vinculados a AMPK (HOWEL et al., 2016). Neste
experimento foi usado 125mg/Kg de metformina, que equivale a 39mg/mL para um
animal de 300g (na diluicdo 1mL=40mg).

Para o orlistat a dose usual na literatura € 400mg/Kg (AZADBA KHT; GOJANI;
HEIRAD-BENI, 2015). Em uma pesquisa realizada por Garcia et al., (2006) se
obteve resultados positivos com uma dosagem de 200mg/Kg. E em 2017, Munazza
Murtaza et al., relatou que com 50mg/Kg, conseguiu melhora metabdlica em animais
com SM e intolerancia a glicose. Esta pesquisa usou 33,3mg/Kg, que equivale a
10mg/mL.

A dieta de cafeteria usada (DCM), resultou em um padrdo de alimentacdo
divergente do encontrado na literatura. A dieta de cafeteria americana classica,
assim como outras dietas hiperglicidica-hiperlipidicas apresentam um efeito
hiperfagico, com aumento do consumo de racdo (BALLAESTRI et al., 2015).
Ocorreu reducgéo estatisticamente significativa (p<0,05) no consumo de racéo pelos
grupos submetidos a DCM quando comparado com 0 grupo que consumiu dieta
padréo, independentemente de ter ou néo intervencgao farmacoldgica.

Alguns tipos de dieta para induzir SM em ratos usam caseina em sua
composi¢do, por ser uma proteina de alta qualidade e com estabilidade térmica, que
garante adequadas condicdes de processamento e armazenamento
(NASCIMENTO, 2008; SILVA et al.,, 2010). A caseina é rica em calcio, foésforo e
aminoacidos essenciais, histidina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, tirosina e
valina, com grande importdncia metabdlica e imunoldgica. Existe dois tipos de
caseinas com fins dietéticos, a forma hidrolisada e a forma micelar. Na DCM foi
usado caseina micelar. Quando em contato com o ambiente acido do estdmago, a
caseina micelar coagula, formando uma espécie de gel, isto faz com que os
aminoacidos sejam liberados mais lentamente para a circulagdo sanguinea e
promove uma sensacéo de saciedade. Estes efeitos da caseina micelar resultam em
uma menor elevacdo da insulina pos-prandial, redugcédo dos niveis de triacilglicerol
poés-prandial, além de que esta associada com inibicdo da dipeptidil peptidase-IV
(DPP-IV) e da a-glucosidade, aumentando o efeito incretinico pelo GLP-1 (peptideo

glucagon like-1) e pelo GIP (peptideo inibitério gastrico), respectivamente (FEKETE;
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GIVENS; LOVEGROVE, 2016). O efeito sacietégeno da DCM, que foi demonstrado
pelo menor consumo de racao, provavelmente se da por este mecanismo.

Nesta pesquisa, a analise estatistica das médias de peso dos animais por
grupos, mostrou que o grupo DCM teve média superior aos demais, somente na
sexta, sétima e oitava semana (p<0,05), e no restante do tempo 0s grupos
mantiveram pesos estatisticamente iguais. O mesmo resultado foi obtido nos
trabalhos de Pastori, (2010) e de Marques et al., (2015), que relataram aumento
visivel da gordura visceral dos animais alimentados com esta dieta, em poucas
semanas, sem diferenca significativa de peso, em relacdo aos animais que usaram a
dieta padréao.

Quanto a média das glicemias capilares ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos durante toda avaliagdo, exceto na sétima semana que o
grupo MM apresentou meédias glicémicas maiores (p<0,05), porém foi um achado
isolado, que ndo se repetiu durante todo o estudo, e atribuida a uma eventual
condicdo estressante neste grupo, ndo percebida pelos pesquisadores. Quanto aos
pardmetros bioquimicos, o estudo também n&8o apresentou diferengas
estatisticamente significativa entre os grupos, também podendo ser atribuido aos
efeitos protetores da caseina. Os resultados sdo semelhantes aos estudos de
Marques e de Pastori, porém divergem do estudo de Nascimento (2006), que em 14
semanas de tratamento com a dieta acarretou elevacdo da glicemia, dos
triglicerideos e diminuicdo do HDL-colesterol. No estudo de Thomazi, (2008) também
nao houve diferenca significativa de triglicerideos com 30 dias de dieta de cafeteria
com caseina.

A contagem do numero de adipécitos nas gorduras revelou que ocorreu
hiperplasia em todos os grupos (p<0,001). O grupo que recebeu DP foi o que
apresentou maior indice de hiperplasia de adipécitos, o que foi extremamente
significativo nas gorduras omental e retroperitonial, quando comparado com DCM,
(p=0,00071 e p=0,00119, respectivamente). Na gordura epididimal ndo houve
diferenca estatisticamente significativa, quando comparados 0s numeros de
adipécitos nos quatro grupos (p=0,2005). Este resultado € o esperado no processo
natural de envelhecimento, quando ocorre uma diminuicdo progressiva do tecido
adiposo marrom e aumento do tecido adiposo branco, processo conhecido como
plasticidade do tecido adiposo (BADIMON; CUBEDO, 2017). O fato da hiperplasia
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ser maior no grupo DP, deve-se ao efeito sacietdbgeno da DCM, que é comprovado
guando se compara o consumo de racao ao longo do experimento.

Quanto a média das areas houve aumento estatisticamente significativo
(p<0,05) no grupo que recebeu DCM, em todas as gorduras analisadas, porém foi
extremamente significativo na gordura omental e na retroperitonial (p<0,001),
guando comparado aos outros grupos. Na gordura omental o aumento da média das
areas dos adipécitos foi maior nos grupos DCM e MM. Quando comparado 0 grupo
de DP com os grupos DCM, MM e MO foi obtido p<0,0001, p=0,0004 e p=0,2493,
respectivamente. Quando comparado DCM e MM obteve-se p=0,134. Portanto a
intervencdo com metformina ndo preveniu hiperplasia de adipdcitos na gordura
omental, mas na intervencdo com orlistat teve efeito benéfico. J& nas gorduras
retroperitonial e epididimal, ambos os farmacos se mostraram eficazes, com maior
significancia estatistica na primeira (p<0,0001). Ndo houve diferenca na média das
areas entre os grupos DP, MM e MO (P>0,05) nas duas gorduras. Quando se
compara a dieta padrdo com a dieta de cafeteria modificada, p=0,0113 na gordura
retroperitonial e p<0,001 na gordura epididimal.

Os resultados mostraram que todos 0s grupos apresentaram hiperplasia, que
seria a “gordura saudavel’, porém a hipertrofia de adipdcitos, que é associada com
resisténcia insulinica, ocorreu no grupo da dieta de cafeteria modificada em todas as
gorduras analisadas, sendo mais evidente na omental e na retroperitonial. No grupo
gue recebeu metformina houve prevencéo da hipertrofia nas gorduras retroperitonial
e epididimal, porém nédo preveniu na gordura omental. JA no grupo que recebeu
orlistat, ocorreu prevencao de hipertrofia adipocitaria nas trés gorduras analisadas. A
avaliacdo morfométrica das gorduras retroperitonial e epididimal foi semelhante nos
grupos DP, MM e MO.

Esta pesquisa mostrou que a intervencgao precoce, mesmo com doses baixas
de metformina e orlistat, em dose Unica diaria, pode prevenir a disfuncao adipocitaria
em individuos de risco para desenvolver a SM.

E interessante considerar que o efeito destes farmacos é dose-dependente, e
dependendo do momento da intervencao na histéria natural da sindrome metabdlica,
as doses devem ser modificadas. Quando a metformina e o Orlistat sdo usados para
tratar diabetes mellitus e obesidade, respectivamente, as doses efetivas sdo altas.
Quando estes farmacos séo utilizados para prevencdo destas doencas, em

individuos com SM, as doses sdo empiricas, com grande variacdo na literatura, mas
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grande parte dos estudos usam doses semelhantes as usadas para tratamento. E
esta pesquisa mostrou que para prevencao de resisténcia insulinica, doses baixas e
utilizadas uma vez ao dia, s&o eficazes.

Segundo Howel et al., (2016), a metformina em doses menores que
100mg/Kg €é capaz de inibir o complexo 1 mitocondrial, ativar a AMPK, e
consequentemente levar a efeitos metabdlicos e respostas terapéuticas ligadas a
esta via.

Quanto ao orlistat, a maior parte da dose usada ndo é absorvida e age
inibindo a lipase intestinal, porém a pequena quantidade absorvida inibe a acdo da
acido graxo sintetase, pela acetil coenzima A e malonil coenzima A, resultando em
uma diminuicdo da concentracdo da glutationa e da serotonina. Mesmo em
pequenas doses, pode levar a reducdo da atividade do sistema de defesa pelo
estresse oxidativo. Estas alteracdes levam a um enfraquecimento do sistema imune
(AZADBAKTH, GOJANI, HEIRADI-BENI, 2015).

Optou-se por dose Unica diaria, uma vez que os individuos eram saudaveis, e
gue o0 objetivo era avaliar a prevencao da SM, e extrapolando para a utilizagdo em
seres humanos, esta facilidade posolégica seria de importancia na adesdo a
medicacdo. O uso destes farmacos em individuos suscetiveis a desenvolver SM,
doses menores que as habituais podem intervir positivamente na prevencdo da
disfuncdo de adipécitos, que € a etapa inicial e determinante das doencas crbnicas
ndo transmissiveis relacionadas a resisténcia insulinica. Os individuos com risco de
desenvolver SM sédo aqueles que tem histéria familiar de DM2, obesidade, DACV,
hipertrigliceridemia, macrossomia fetal ou sindrome dos ovarios policisticos, e
também aqueles individuos sedentarios e com habitos alimentares inadequados.

Este estudo demonstrou que pode ser possivel a prevencdo da SM, porém
S840 necessarias mais pesquisas quanto as doses dos farmacos a serem utilizados e

o0 momento de inicio da intervencao.
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7 CONCLUSAO

Esta pesquisa interdisciplinar mostrou que o uso precoce de baixas doses de
metformina e de orlistat é capaz de prevenir a disfuncdo de adipdcitos na gordura
visceral de ratos wistar, submetidos a condicbes de excesso energético. O uso
destes farmacos nao alterou o peso, os parametros bioquimicos e nem foi capaz de
evitar hiperplasia adipocitaria dos animais, mas mostrou um efeito positivo na

prevencao de hipertrofia dos adipdcitos.
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PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVAGCAO

Processo CEUA - 037/2016

Protocolo UEPG - 7903/2016

Titulo — Projeto de pesquisa “Intervengdo precoce com uso de metformina ou orlistar na
prevencdo de alieragoes metabolicas, inflamatorias e morfo-histologicas em ratos Wistar
induzidos a sindrome metabdlica por dieta "

Interessado: Prof. Dr. Mario Augusto Cray da Costa

Data de Entrada —17/05/2016

Resultado: Aprovado

Data/Prazo - 12/08/2016 a 12/08/2018

Consideragoes

Prezado Professor Mario Augusto Cray da Costa

Em relacdo 4 utilizacdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a

CEUA deliberou pela sua aprovagéao, por dois anos, a utilizacdo de aprovada a utilizacio d
40 (quarenta) ratos machos Wistar de 90 (noventa) dias de peso de 2?0-300 g HHiwacae de

Ponta Grossa, 12 de agosto de 2018.

Atenciosamente,
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Profa. Dra. Dionizia Xavier Scomparin
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Av. Gen. Carlos Cavalcanti. n” 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
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VALORES DE” p” — COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS, NAS GORDURAS VISCERAIS:

Quadro 2: Gordura omental (valores de p e comparagao entre 0S grupos).

MM
0,0001
0,3375

N2 Adipocitos

Area média

Quadro 3: Gordura omental (comparacdo da média do nimero de adipécitos entre 0s grupos).

N2 Adipocitos omento

Teste Grupo Contr Relagdo Grupo Exper p-valor
> DCM <0,0001

DP > MM

Anova e Dunnett > MO
DCM = MM 0,2571

3 MO
DP > DCM 0,0004
DP > MM 0,0001
T DP > MO 0,0011
DCM = MM 0,3375
DCM = MO 0,5049
MM = MO 0,0936

Quadro 4: Gordura omental (comparacdo da média de &reas de adipdcitos entre 0s grupos)

Area média omento

Teste Grupo Contr Relagdo Grupo Exper p-valor
< DCM <0,0001
DP < MM
Anova e Dunnett 3 MO
DCM 3 MM <0,0001
> MO
DP < DCM <0,0001
DP < MM 0,0004
- DP = MO 0,2493
DCM = MM 0,134
DCM > MO <0,0001
DCM > MO <0,0001




Quadro 5: Gordura retroperitonial (valores de p e comparacao entre 0s grupos).
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MO

N2 Adipocitos

0,0169
0,6754
0,0073

Area média

0,3657
<0,0001

0,611

Y <0,0001

0,528

Quadro 6: Gordura retroperitonial (comparac¢édo da média do nimero de adipdcitos entre 0s grupos).

N2 Adipocitos retroperitoneal
Teste Grupo Controle Relagdo Grupo Experimental  p-valor
> DCM 0,001
DP - MM
Anova e Dunnett > MO
DCM < MM 0,0014
= MO
DP > DCM 0,0114
DP = MM 0,4246
T DP > MO 0,0169
DCM < MM 0,0034
DCM = MO 0,6754
MM > MO 0,0073

Quadro 7: Gordura retroperitonial (comparagdo da média de areas de adipdcitos na gordura entre os

grupos).
Area média retroperitoneal
Teste Grupo Controle Relagdo Grupo Experimental  p-valor
DCM <0,0001
DP = MM
Anova e Dunnett = MO
BCM > MM <0,0001
> MO
DP < DCM <0,0001
DP = MM 0,3657
T DP = MO 0,611
DCM > MM <0,0001
DCM > MO <0,0001
MM = MO 0,528
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Quadro 8: Gordura epididimal (valores de p e comparacao entre 0s grupos).

N2 Adipocitos

Area média

Quadro 9: Gordura epididimal (comparagéo da média do nimero de adipécitos).

N2 Adipocitos epidid

Teste Grupo Controle Relagao Grupo Experime p-valor
= DCM 0,2005

DP = MM

Anova e Dunnett = MO
DCM = MM 0,5181

= MO
DP = DCM 0,1636
DP > MM 0,0381
T DP = MO 0,3092
DCM = MM 0,6432
DCM = MO 0,5442
MM = MO 0,1842

Quadro 10: Gordura epididimal (comparacao da média de areas de adipdcitos entre 0os grupos).
- . _________________________________________________________________________________________________________ |

Area média epidid
Teste Grupo Controle Relagdo Grupo Experime p-valor
= DCM 0,071
DP 5 MM
Anova e Dunnett = MO
DCM = MM 0,0631
= MO
DP < DCM 0,0452
DP = MM 0,5478
T DP = MO 0,9982
DCM = MM 0,082
DCM = MO 0,05
MM = MO 0,5663
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Universidade Estadual de Ponta Grossa

Ponta Grossa, 25 de Abril de 2016.

Iima. Sra.
Profa. Dra. Ana Claudia Garabeli Cavalli Kluthcovsky
M.D. Coordenadora do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Satde

Informo que, apds ter analisado a proposta, os motivos e o projeto
de pesquisa, intitulado “Intervencao precoce de Metformina ou
Orlistat na prevencao de alteragdes metabdlicas, inflamatdrias e
Morfo-histoldgicas em ratos Wistar induzidos a Sindrome
Metabdlica por dieta”, da mestranda Dra. Janete Machozeki, aceito
disponibilizar os laboratérios da Disciplina Técnica Operatdria € Cirurgia
Experimental, para a realizagio dos procedimentos para a coleta de
materiais de acordo com a metodologia proposta.

i Atenciosamente

~Prof. Carlos Alberto Lima Ufrabo

Professor Assistente de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental
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Ponta Grossa, 25 de Abril de 2016.

Ilma. Sra.
Profa. Ana Claudia Garabeli Cavalli Kluthcovsky
M.D. Coordenadora do Programa de Pds-graduacao em Ciéncias da Satide

Informo que, apds ter analisado a proposta, os motivos e o projeto
de pesquisa, intitulado “Intervencao precoce de Metformina ou
Orlistat na prevencao de alteragdes metabdlicas, inflamatorias €
Morfo-histologicas em ratos Wistar induzidos a Sindrome
Metabdlica por dieta”, da mestranda Dra. Janete Machozeki, aceito
disponibilizar o Biotério Central da UEPG, para a utilizac3o e alojamento
de animais de acordo com a metodologia proposta.

Atenciosamente ™
/~ /] ip¥
/ . /,,».’/ | /M;/fz “ﬁw C’Q‘&“Q ‘#
Chrat. br. Leandls Li (DR 0
(_Prof. Dr. - b

Leandro Lipinski \)Wﬂ%&:_?@m

Responsavel Técnico do Biotério Central da UEPG
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Ponta Grossa, 25 de Abril de 2016.

IIma. Sra.
Profa. Ana Claudia Garabeli Cavalli Kluthcovsky
M.D. Coordenadora do Programa de Pds-graduacao em Ciéncias da Saude

Informo que, apds ter analisado a proposta, 0os motivos e o projeto
de pesquisa, intitulado “Intervencao precoce de Metformina ou
Orlistat na prevencao de alteracoes metabolicas, inflamatoérias e
Morfo-histologicas em ratos Wistar induzidos a Sindrome
Metabdlica por dieta”, da mestranda Dra. Janete Machozeki, aceito
participar do projeto, realizando os exames hlstopatologlcos no

Laboratorio de Patologia Médica de Ponta Grossa de acordo metodologia
pProposta.

Atenciosamente

a,»// W)
Prof. M&Fio Montemor Netto.

Professor da Disciplina de Anatomia Patoldgica da UEPG




