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RESUMO

Introducdo: Nos ultimos anos, grandes esforcos tém sido deflagrados
no sentido da elucidacdo dos mecanismos relacionados ao aparecimento
e perpetuacdo da obesidade. Neste contexto, dois horménios, a grelina e
a adiponectina, estdo intimamente relacionados ao controle da ingestao
alimentar, e consequentemente ao aparecimento da sindrome
metabolica, do diabetes mellitus e das complicacBes cardiovasculares.
Com o intuito de aumentar a sensibilidade celular sistémica a ac¢do da
insulina, e contrabalancar os efeitos deletérios da sindrome metabdlica,
a pioglitazona tem sido utilizada na pratica clinica diaria. Objetivos:
Identificar o impacto de uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica (dieta de
cafeteria) sobre a variacdo do peso corporal, a resisténcia a acdo da
insulina, os niveis séricos de adiponectina, grelina total e grelina
acetilada. Analisar as consequéncias da administracdo de pioglitazona
sobre os niveis de adiponectina, grelina total e grelina acetilada.
Métodos: Estudo analitico experimental controlado e com intervencéo,
envolvendo um total de 24 ratos machos Wistar, distribuidos em 04
subgrupos de 06 animais: subgrupo cafeteria — SGC, recebeu dieta de
cafeteria, racdo e pioglitazona; subgrupo cafeteria controle - SGCC,
recebeu dieta de cafeteria, ragéo e solugéo salina; subgrupo racdo - SGR,
recebeu ragdo e pioglitazona e subgrupo racéo controle - SGRC, recebeu
racdo e solucédo salina. O estudo teve a duragdo de 5 semanas € 0 peso
dos animais foi registrado semanalmente. Os niveis séricos de insulina,
adiponectina e grelina foram determinados por ELISA, no momento do
sacrificio. Na andlise estatistica foram empregados os testes ANOVA
com correcdo de Bonferroni e t pareado. Resultados: Foi observado um
aumento significativo do peso corporal ao longo do estudo em todos 0s
subgrupos (P < 0,05). Quando 0 peso dos animais na semana 3,
momento inicial da intervengdo, foi comparado ao peso na semana 5,
apenas 0s animais do SGCC apresentaram tendéncia a ganho de peso (P
= 0,073). No SGCC a média de peso final foi significativamente maior
do que nos SGR (P = 0,035) e SGRC (P = 0,017). As médias de
glicemia e insulina, bem como o modelo de avaliacdo da homeostase
para resisténcia a insulina (HOMA-IR) entre os subgrupos no final do
acompanhamento nao foram diferentes (P>0.05). Quanto a adiponectina
sérica final, 0 SGR apresentou média significativamente maior do que
0s SGCC (P = 0,027) e SGRC (P = 0,014). Em relagdo a grelina total
sérica final, o SGC apresentou média significativamente maior do que o
SGR (P = 0,006). Quando avaliada a grelina acetilada sérica final, o
SGC apresentou média significativamente maior do que os SGCC (P =



0,047) e SGR (P = 0,009). Concluséo: A dieta de cafeteria por 35 dias
levou a uma média de peso superior nos animais a ela submetidos sem,
no entanto, induzir a um aumento expressivo da resisténcia a acdo da
insulina. A pioglitazona aumentou os niveis de adiponectina nos ratos
gue receberam dieta balanceada e de grelina nos animais que receberam
dieta de cafeteria. No entanto, os maiores niveis de grelina nestes
animais parecem ter sido secundarios a estabilizacdo do ganho de peso
nas semanas finais do tratamento.

Palavras-chave: Obesidade. Sindrome metabdlica. Adiponectina.
Grelina. Pioglitazona.



ABSTRACT

Introduction: In recent years considerable efforts have been set off
towards the elucidation of the mechanisms related to the onset and
perpetuation of obesity. In this context, two hormones, ghrelin and
adiponectin, are closely related to control of food intake and
consequently the onset of metabolic syndrome, diabetes mellitus and
cardiovascular complications. In order to increase the systemic cellular
sensitivity to insulin, and counterbalancing the deleterious effects of
metabolic syndrome, pioglitazone has been used in clinical practice.
Objectives: Identify the impact of a hypercaloric and hyperlipidic diet
(cafeteria diet) on body weight variation, resistance to insulin, serum
adiponectin, total ghrelin, and acylated ghrelin. Assess the impact of the
administration of pioglitazone on the levels of adiponectin, total ghrelin,
and acylated ghrelin. Methods: Analytical controlled experimental
intervention study involving a total of 24 male Wistar rats, divided into
04 subgroups of 06 animals: the Cafeteria Group (CAFG) received
cafeteria diet, chow and pioglitazone; the Control Cafeteria Group
(CCAFG) received cafeteria diet, chow and saline; the Chow Group
(CG) received chow and pioglitazone; the Control Chow Group (CCG)
received chow and saline. The study lasted five weeks and the weight of
the animals was recorded weekly. Serum insulin, ghrelin and
adiponectin were determined by ELISA at the time of sacrifice. In the
statistical analysis the ANOVA test was applied with Bonferroni
correction and paired t test. Results: We observed a significant increase
in body weight throughout the study in all subgroups (P <0.05). When
the weight of the animals at week 3 (initial stage of the intervention)
was compared to the weight at week 5, only animals of the CCAFG
tended to gain weight (P = 0.073). The CCAFG average final weight
was significantly higher than in the CG (P = 0.035) and CCG (P =
0.017). Mean blood glucose, insulin and homeostasis model assessment
for insulin resistance (HOMA-IR) between the subgroups at the end of
follow-up were not different (P> 0.05). As for the final serum
adiponectin, the CG had significantly higher average than the CCAFG
(P =0.027) and CCG (P = 0.014). In relation to total serum ghrelin, the
CAFG had significantly higher average than the CG (P = 0.006). When
assessed in the final serum acylated ghrelin levels, the CAFG had
significantly higher average than the CCAFG (P = 0.047) and CG (P =
0.009). Conclusion: The cafeteria diet for 35 days led to a higher
average weight in the animals submitted to it without, however,



inducing a significant increase in resistance to insulin action.
Pioglitazone increased adiponectin levels in mice that received a
balanced diet, and ghrelin in animals fed with cafeteria diet. However,
higher levels of ghrelin in these animals appear to have been secondary
to stabilization of weight gain in the final weeks of treatment.

Keywords: Obesity. Metabolic syndrome. Adiponectin. Ghrelin.
Pioglitazone.
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I. REFERENCIAL TEORICO
1. INTRODUCAO
1.1. Consideracdes gerais:

Os seres humanos desenvolveram-se muito bem adaptados, como
cacadores coletores, durante um periodo que vai de 6 milhdes a 25 mil
anos antes de Cristo, até o despertar da agricultura. Recentemente, 0
ambiente no qual o homo sapiens vive foi alterado drasticamente. Como
consequéncia os homens foram expostos a fatores para 0s quais 0 seu
gendtipo era mal adaptado. O desfecho, com o incremento da
urbanizacdo, € uma epidemia global de obesidade, sindrome metabdlica,
diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (1). Projecdes da
Organizacdo Mundial de Sadde indicam que a obesidade, definida como
um indice de massa corporal maior ou igual a 30, possa atingir mais de
700 milhdes de adultos em todo 0 mundo no ano de 2015 (2).

A sindrome metabdlica é um conjunto dos mais poderosos fatores
de risco para a morte cardiovascular. Os critérios para seu diagndstico,
de acordo com a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF), sdo a
presenca de obesidade central, associada a 2 ou mais dos seguintes
achados: altos niveis de triglicerideos, valores reduzidos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL), pressdo arterial aumentada e
glicemia de jejum elevada. As causas da sindrome metabdlica
continuam a desafiar os especialistas, mas a resisténcia a insulina,
obesidade central, fatores genéticos, sedentarismo, envelhecimento,
estados pro-inflamatérios e alteragfes hormonais sdo considerados
agentes causais. A resisténcia a insulina ocorre quando as diferentes
células do organismo se tornam menos sensiveis, ou eventualmente
resistentes a insulina, o horménio produzido pelas células beta do
pancreas para facilitar a absorcao de glicose (3).

Existe um ténue balanco entre a resisténcia a insulina e a massa
efetiva de células beta no péncreas, para compensar as alteracOes
metabdlicas. Contudo, em individuos suscetiveis, estas células podem
ficar sobrecarregadas, falhar em contrabalancar a resisténcia a insulina e
levar ao aparecimento do diabetes. Tem-se proposto que esta falha seja
causada por um aumento na apoptose das células beta, provocado pela
combinacdo de hiperglicemia cronica, hiperlipidemia, e certas citocinas
gue interferem nas vias de sinalizacdo que mantém o crescimento e
sobrevivéncia celular adequados (4).
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Pesquisas realizadas na ultima década, mostraram que Varios
tipos celulares dos mamiferos podem detectar diretamente as mudancas
nos niveis de uma variedade de nutrientes, e traduzir este sinal por meio
de interacfes metabdlicas, que parecem operar de formas independente e
coordenada com as vias hormonais (5).

Ao longo das ultimas duas décadas, foi estabelecido o conceito de
que o tecido adiposo € um 6érgdo enddcrino, que libera fatores
conhecidos como adipocinas (6-7). Sdo exemplos de adipocinas: leptina,
adiponectina, resistina, visfatina, apelina, vaspina e omentina (6).
Enquanto aparentemente a leptina e a adiponectina estdo mais
intimamente relacionadas a resisténcia & insulina e obesidade central, ou
seja, ao cerne da sindrome metabolica, por sua vez a visfatina, o fator de
necrose tumoral o (TNFa) e a resistina parecem exercer seus efeitos
sobre o sistema cardiovascular, através de varios mecanismos como
inflamag&o, vasoconstriccdo e efeitos trombdéticos (6). Os adipécitos
humanos produzem também o TNFa, e esta citocina, além de causar
diretamente um incremento da resisténcia a insulina, pode levar, de
forma autdcrina, a um aumento da expressdao do fator inibidor do
plasminogénio (PAI-1) pelo proprio tecido adiposo (8). Outro horménio
relacionado também a resisténcia a insulina é a grelina, que apesar de
ser produzida principalmente no estbmago, age em conjunto com a
leptina e a adiponectina, modulando a sensibilidade celular a insulina

(6).

1.2. A adiponectina e seu papel na resisténcia a insulina e no balanco
energético:

A adiponectina foi descrita em 1995, como uma nova proteina de
funcdo desconhecida, entdo denominada proteina do adipécito
relacionada ao complemento (ACRP30), ja que é estruturalmente similar
ao fator do complemento C1Q. O fato de sua expressdo ter sido
encontrada somente em adipdcitos, o0 aumento de sua secre¢do pela acdo
da insulina e a sua presenca fisiolégica no plasma sugeriam que ela
estava envolvida no controle do status nutricional do organismo (9).

A adiponectina é uma proteina de 244 aminodcidos, sintetizada a
partir de um gene localizado no braco longo do cromossoma 3 (3927),
secretada por adipdcitos e que circula de forma copiosa no plasma (10-
11). Ela representa a proteina mais abundante secretada pelo tecido
adiposo (12). Seus efeitos benéficos sdo mediados principalmente por
dois receptores celulares de membrana, os receptores tipo 1 (AdipoR1) e
2 (AdipoR2). Apesar dos receptores da adiponectina serem encontrados
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sistemicamente, a importancia da expressdo de seus subtipos varia
conforme o tecido estudado, o que também regula a acdo do horménio.
A predominancia dos subtipos de receptores varia quando comparamos
espécies diferentes, como o camundongo e o homem. A presenca do
receptor tipo 1 é maior na musculatura esquelética, tanto em homens
guanto em camundongos. O receptor tipo 2, por sua vez, é predominante
no tecido adiposo humano, enguanto em camundongos sua maior
expressdo ocorre no figado. Esta diferenca com relacdo a expressao dos
receptores parece ser importante, pois pode influenciar a acdo de drogas
gue agem nos receptores da adiponectina, como as tiazolinedionas (10,
13).

Uma caracteristica singular da estrutura da adiponectina é sua
capacidade de se agrupar, em vdrias isoformas oligoméricas
caracteristicas. Podemos encontrar a adiponectina na circulagdo
predominantemente na forma de trés complexos oligoméricos, incluindo
o formato trimérico, hexamérico e o de alto peso molecular (HMW);
este Ultimo configura a isoforma mais ativa na sensibilizacdo a acdo da
insulina (14). Entre todas as espécies em que a sequéncia primaria de
aminoacidos da adiponectina foi clonada, se evidenciou uma
semelhanca de mais de 80% em sua estrutura (14).

O promotor do gene da adiponectina contém multiplos sitios de
ligagdo, para fatores transcricionais que modulam sua atividade. A
transcricdo do gene pode ser estimulada pela acdo destes fatores; dentre
eles podemos destacar a ativacdo do receptor gama ativado pelo
proliferador de peroxissomo (PPAR-y), que constitui o alvo da a¢do dos
medicamentos da classe tiazolinedionas, usados no tratamento do
diabetes mellitus tipo 2 (15). Muitas outras drogas também aumentam os
niveis de adiponectina, muitas vezes por mecanismos desconhecidos.
Dentre estes farmacos podemos citar as estatinas, os inibidores da
enzima conversora de angiotensina, blogueadores dos receptores de
angiotensina, fenofibrato, niacina, ezetimiba, acarbose, sulfoniluréias,
blogueadores androgénicos e o rimonabanto (15-16). Podemos também
observar uma reducdo da transcricdo em estados cronicos de inflamacéo
e oxidacdo, como os encontrados na obesidade, e em caso do stress do
reticulo endoplasmatico, que resulta de condi¢cbes como o excesso de
aporte nutricional e obesidade (15). O fator inibidor da migracdo de
macrofagos (MMIF) é uma adipocina que se encontra elevada na
obesidade e na resisténcia a insulina, e estd envolvida na infiltragdo por
macréfagos. A relacdo inversa dos niveis de adiponectina, derivados de
tecido adiposo visceral, e do fator inibidor da migracdo de macréfagos,
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sugere que na obesidade a inflamacdo poderia ser responsavel pelos
baixos niveis desta adipocina (13).

Em relacdo ao mecanismo molecular da sensibilizagdo ao efeito
da insulina, promovido pela adiponectina, podemos destacar a
estimulacdo da AMPK (proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato) pelo hormonio (17). Para a manutencdo da vida celular, é
imprescindivel que haja um equilibrio na relagdo entre a adenosina
trifosfato (ATP) e a adenosina difosfato (ADP) (18). Situacdes que
consomem o ATP ou impedem a sua sintese acabam gerando ADP e
AMP (adenosina monofosfato) (19). Entre estas situacGes, podemos
destacar os fatores que interferem com a producdo de ATP, como a
hipoxia, hipoglicemia e a isquemia, e 0s que aumentam o consumo de
ATP, como a contracdo muscular. A AMPK também pode ser ativada
pela leptina, e por hormbnios que agem via receptores acoplados a
proteina G (19). Uma vez ativada, a AMPK leva a uma rea¢do em
cascata, que inibe os processos metabdlicos celulares que ndo sdo
essenciais a sobrevivéncia da célula em curto prazo, como a sintese de
lipideos, carboidratos e proteinas. Independente do estimulo inicial, a
ativacdo da AMPK leva a mudancas metabélicas que seriam benéficas
em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica,
como um incremento da captacdo e metabolismo da glicose no masculo
e em outros tecidos, diminuicdo da produgdo de glicose pelo figado e
inibicdo da sintese e aumento da oxidacdo de acidos graxos (19). A
adiponectina também estimula a degradacdo de &cidos graxos e o
consumo de energia, em parte via ativagdo do receptor nuclear alfa
ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPAR-a), o que leva a uma
diminuicdo do contetdo de triglicerideos dos musculos esqueléticos e
figado, e consequentemente a um aumento da sensibilidade & acdo da
insulina in vivo (17). A administracdo de adiponectina recombinante em
roedores resulta em um aumento da captacdo de glicose, e na oxidagdo
de &cidos graxos no musculo, reducdo da produgdo de glicose hepética e
uma maior sensibilidade a acdo da insulina sistemicamente (12).

Os niveis basais baixos de adiponectina séo fortes preditores do
aparecimento futuro de diabetes mellitus, em humanos com alto risco
para a doenga, mesmo apos o ajuste para o peso corporal (20). Em uma
metanalise de estudos prospectivos, encontrou-se uma forte associacdo
inversa entre os niveis de adiponectina plasmatica e a incidéncia de
diabetes mellitus tipo 2. Os resultados ndo diferiram substancialmente
em relacdo ao ensaio de mensuracdo do horménio, método de
diagndstico do diabetes, tamanho do estudo, duracdo do seguimento,
indice de massa corporal ou propor¢do de homens e mulheres. Entre as
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variaveis confundidoras, destacam-se dados demograficos e variaces
do estilo de vida dos pacientes incluidos nos trabalhos, a ddvida se a
adiponectina é um marcador causal para o diabetes mellitus ou sé um
fator paralelo com outras atividades bioldgicas, os erros diagndsticos e a
heterogeneidade dos varios estudos que deram origem a esta metanalise
(22).

Os baixos niveis plasmaticos de adiponectina sdo um dos mais
fortes e consistentes preditores da progressdo, em curto prazo, de doenca
coronariana aterosclerética em homens e mulheres assintométicos (22).
O tecido adiposo, especialmente o visceral, expressa numerosos genes
para proteinas secretadas na circulacdo, entre elas o fator inibidor do
ativador do plasminogénio (PAI-1), que funciona como um regulador do
sistema fibrinolitico. Em modelos animais de obesidade, a expressédo do
gene relacionado ao PAI-1 encontra-se aumentada. A expansdo do
tecido adiposo visceral levaria & diminuicdo da adiponectina circulante e
também aumentaria os niveis plasmaticos do PAI-1, assim favorecendo
0s eventos trombaticos (23).

O efeito da adiponectina no sistema nervoso central permanece
controverso, porém demonstrou-se no hipotalamo a presenca das duas
principais isoformas de seus receptores (Adipo R1 e R2), de forma tdo
abundante quanto no figado (24). A adiponectina, em suas formas
trimérica e hexamérica, a partir da circulacdo atravessaria a barreira
hematoencefélica, ao contrdrio de sua forma multimérica. No
hipotdlamo, o horménio ativaria a AMPK, estimulando a ingestdo
alimentar e reduzindo o gasto energético. No jejum, os niveis séricos e
liqudricos de adiponectina, assim como a expressdo de seu receptor R1
no nucleo arqueado do hipotalamo, estdo aumentados, diminuindo apés
a oferta de alimentos (24). O papel fundamental da leptina e da
adiponectina seria preservar uma reserva gordurosa adequada. A leptina
funcionaria como um sinal de saciedade, e a adiponectina de inanigéo.
Ao longo do processo de evolugdo das espécies, os marcadores de
inanicdo seriam essenciais para a sobrevivéncia, enquanto os sinais de
saciedade, que apareceram posteriormente, agiriam como um sistema
complementar, em periodos de excesso de aporte alimentar e de estoque
de gordura. Isto poderia explicar porque, ao contrario dos receptores da
leptina, aqueles da adiponectina teriam preservado sua homologia dos
fungos até os humanos (24-25).

Os pacientes que apresentam doenca hepatica gordurosa néo
alcodlica (DHGNA), especialmente aqueles com esteatohepatite, tem
concentragbes de adiponectina plasmatica significativamente mais
baixas do que os individuos saudaveis. Os baixos niveis desta adipocina
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sdo preditores independentes de esteatose hepatica e necroinflamagéo
(26). Em células hepéticas estelares ativadas sob cultura, a adiponectina,
especialmente a isoforma multimérica, apresenta efeito antifibrotico
mediado pela ativagdo da AMPK (27). Em aparente contraste com seu
efeito hepatoprotetor, demonstrou-se que em humanos e ratos com
cirrose a adiponectina esta aumentada (28).

Portanto, conforme o que foi acima discutido, a adiponectina, que
constitui a proteina mais abundante secretada pelo adipdcito, apresenta
um papel crucial na modulacdo do aporte alimentar e do gasto
energético. Os baixos titulos plasmaticos desta adipocina estariam
associados ao aparecimento de diversas patologias, como o diabetes
mellitus, a doenga coronariana ateroesclerética e a DHGNA.

1.3. A grelina e suas fungdes fisiologicas:

A grelina foi purificada e identificada em 1999, a partir do
estbmago de ratos, como um peptideo de 28 aminoacidos, e sua
correspondente humana difere da murina por apenas dois aminodacidos.
Ela é o ligante enddgeno especifico para o receptor secretagogo do
horménio do crescimento (29-30).

A designacdo grelina é formada a partir do proto-indo-europeu
ghre que originou em inglés a palavra “grow”, que em portugués
significa crescer (29).

O gene humano da grelina estd localizado no cromossoma 3
(3p25-26), contendo 4 exons e 3 introns (31).

A investigacdo morfoldgica das células imunorreativas para
grelina evidenciou tipos celulares endocrinos desconhecidos no
estdbmago, identificados como células neuroendocrinas X(A like) em
roedores e cdes e células P/D1 em humanos, as células da grelina (30,
32).

O estbmago é o principal sitio de producdo de grelina,
sintetizando dez vezes mais hormonio por grama de tecido do que a
segunda maior fonte, o duodeno (33). Apesar de ter sido demonstrado
gue o fundo gastrico ¢é a fonte mais abundante de grelina, a expressao de
seu gene foi encontrada também em varios outros tecidos, como no
duodeno, jejuno, antro gastrico, pulmdes, e em quantidades menos
significantes no esbdfago, ileo, ceco, cdlon, reto, figado, cérebro,
coracdo, musculo esquelético, timo, baco, rins, placenta e leucécitos
(33-35).
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O receptor da grelina é o receptor secretagogo do horménio do
crescimento (GHS-R), e pode ser dividido em tipo 1a e 1b. O tipo la faz
parte do grupo de receptores denominados 7 dominios transmembrana
acoplados a proteina G. Inicialmente, este receptor foi identificado em
varios nucleos cerebrais, em particular no hipotdlamo e hipofise
anterior, bem como em baixos niveis no pancreas; posteriormente sua
expressao também foi evidenciada na tiredide, baco, miocardio e
glandula adrenal. O GHS-R tipo 1b é um variante inativo do receptor. A
ativacdo do GHS-R tipo 1la gera um estimulo a liberacdo do horménio
do crescimento (GH), de forma mais potente do que o promovido pelo
horménio regulador do GH hipotaldmico (GHRH). Em humanos, a
grelina ndo é especifica para 0 GH, também estimulando a secre¢do de
prolactina e ACTH (horménio adrenocorticotrofico) (35-37).

Quando acetilada, a grelina libera GH in vivo e in vitro, e a
acetilacdo na forma n-octano ocorre junto a posi¢do 3 na serina (Serd),
sendo essencial para a ligacdo ao GHS-R tipol, e consequentemente
para a sua atividade (29, 36). Dados sugerem que a grelina acetilada tem
acOes metabdlicas independentes do GH no metabolismo hepético da
glicose e na secrecdo de insulina. A grelina ndo acetilada ndo se liga ao
receptor tipo 1a, e parece agir como um antagonista da forma acetilada
no controle glicémico (38). A acetilacdo da grelina ocorre por acéo da
enzima O-acetiltrasferase (GOAT) (39).

A cadeia acetil primaria no residuo de serina (Ser®) em humanos e
roedores é predominantemente n-octano (O-grelina) (40-41), contudo
outras formas de acetilacdo, incluindo a n-decano (D-grelina) e n-
deceno, também sdo encontradas em humanos, roedores e felinos (42).
Dados obtidos em um trabalho com camundongos evidenciaram que no
jejum ocorre um aumento da isoforma D-grelina, no estémago e no
plasma, porém a O-grelina encontra-se diminuida no sitio gastrico e
aumentada na circulacéo. Isto indicaria uma discrepancia na cinética das
diferentes formas, embora ambas sejam produzidas pela mesma
populacdo celular. Sob um balan¢o energético negativo, como no jejum,
a producdo e secrecdo de D-grelina aumenta, para melhorar as condicGes
energéticas através de seu efeito orexigeno e de possiveis efeitos
desconhecidos em harmonia com a O-grelina (42).

A concentracdo de grelina aumenta no jejum e brevemente antes
das refeigdes, e é suprimida pela ingestdo de alimentos. Os mecanismos
responsaveis pela supressdo pds-prandial da grelina sdo obscuros, e
resultados conflitantes foram encontrados em diferentes experimentos
(43). A intensidade e a duragdo da supressdo pds-prandial da grelina
dependem da quantidade de calorias ingeridas, isto se as outras
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caracteristicas da dieta forem mantidas constantes (44). Um trabalho
realizado com individuos saudaveis ndo obesos demonstrou que a
magnitude de supressao pds alimentar da grelina era diferente, conforme
a composic¢do dos macronutrientes da dieta. A intensidade da supressao
do hormdnio era maior com as proteinas, seguida pelos carboidratos, e
por ultimo pelos lipideos (45). Apesar de estar claro que a secrecdo de
grelina é controlada em parte pelo status nutricional, um trabalho
experimental evidenciou que ela também é regulada pela previsdo
condicionada da alimentacdo. Isto significa que um dos fatores
relacionados a secregdo da grelina poderia ser aprendido. A
padronizacdo do regime alimentar, se ad libitum ou em horarios
determinados, influencia os niveis plasmaticos pré e pds-prandiais de
grelina, e significaria que a reacdo pos-prandial do horménio ndo esta
simplesmente relacionado ao nimero de calorias ingeridas (46). Um
estudo com ratos Wistar demonstrou que a ativacdo do sistema nervoso
simpatico no intestino é um dos mecanismos possiveis para explicar o
pico pré-prandial de grelina, observado em humanos e em outros
animais. Esse efeito é resultante da estimulacdo direta dos nervos
simpaticos sobre as células produtoras de grelina, e ndo por uma
inibicdo indireta da secrecdo de insulina (47). O indice de massa
corporal (IMC) ndo estd associado independentemente com a
concentracdo de grelina, o que pode indicar que a relagdo entre
obesidade e grelina é mediada pela resisténcia a insulina e pela
hiperinsulinemia compensatoria, e que a adipocidade por si ndo afetaria
a concentracao de grelina (48-49).

Achados em diversos estudos levaram a um consenso de que a
grelina é um potente estimulador natural da ingestdo alimentar, e seu
efeito parece ser mediado em parte pelo estimulo a expressdo dos
peptideos estimuladores do apetite: neuropeptideo Y (NPY) e peptideo
relacionado ao gene agouti (AgRP) no nucleo arqueado do hipotadlamo
(43, 46). Em humanos a grelina é o Unico peptideo orexigeno periférico
bem definido (33).

Um modelo proposto para a acéo fisiologica da grelina é de que
ela ndo seria necessariamente, ou exclusivamente, um sinal que reflete o
estdmago repleto de alimentos. E mais provavel que o sistema GOAT-
grelina aja como um sensor ativado pelos acidos graxos de cadeia
média, que comunica ao cérebro que alimentos de alto valor calérico
estdo disponiveis (39). Os 4&cidos graxos de cadeia média e o0s
triacilglicerdis de cadeia média exdgenos sdo usados na acetilacdo da
grelina (50).
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A grelina foi caracterizada em estudos mais antigos como um
potencializador da secre¢do de insulina. Ela atuaria nas células beta do
pancreas, € o calcio seria 0 mediador de sua atividade; desta forma a
grelina agiria como um fator tréfico nas ilhotas pancreéticas (51-52).
Trabalhos mais recentes com ratos demonstraram que a grelina é um
hormdnio autécrino e paracrino nas ilhotas pancredticas, e que o
antagonismo de seus efeitos poderia promover a secre¢do de insulina, e
prevenir a intolerancia a glicose induzida pela dieta com altos teores
lipidicos (53-54). Um estudo em humanos saudaveis demonstrou que a
administracdo de grelina exdégena reduziu a secrecdo de insulina
estimulada pela glicose, e que os antagonistas da grelina poderiam
melhorar a funcdo da célula beta pancreética (55).

A acdo da grelina em sua forma acetilada e ndo acetilada no
adipocito permanece assunto controverso na literatura. O tecido adiposo
é encontrado em duas diferentes formas em mamiferos, com
caracteristicas morfolégicas e funcionais distintas. O tecido adiposo
marrom (BAT), também presente em adultos humanos, esta
principalmente envolvido em dissipacdo energética por meio da
termogénese. Ja o tecido adiposo branco (WAT) possui uma importante
capacidade de deposito de energia na forma de triglicerideos, a partir de
onde os lipideos séo mobilizados para a utilizagdo sistémica. Ele é bem
vascularizado e inervado, e contém também numerosas células imunes
(56). Um trabalho experimental com células que superexpressam grelina
demonstrou que este hormoénio inibe a adipogénese, estimulando a
proliferacdo de pré-adipécitos e inibindo sua difereciacdo a adipdcitos,
provavelmente atuando em um subtipo desconhecido de receptor. A
ativacdo deste subtipo de receptor pela grelina levaria a uma sequéncia
de sinalizacdo das vias intracelulares que envolvem a fosforilagdo da
proteina quinase ativada por mitégenos (MAP quinase,) e uma inibicdo
da atividade do PPAR-y (57). Em um trabalho com ratos transgénicos
gue superexpressam grelina ndo acetilada, demonstrou-se uma inibic&o
do desenvolvimento do tecido adiposo branco, melhorando a tolerancia
a glicose e a sensibilidade a insulina (58). Outro estudo realizado in
vitro com células humanas, retiradas em cirurgias eletivas, demonstrou
gue a expressao da grelina em adipdcitos era inversamente proporcional
ao IMC. De forma similar com o que ocorria com 0s niveis plasmaticos,
a expressdo da grelina no tecido adiposo de individuos obesos parecia
estar diminuida. Neste experimento, ambas as isoformas de grelina
pareciam estar associadas ao deposito de lipideos (59). Em outro estudo
com oitenta individuos observou-se, em concordancia com dados da
literatura, que pacientes obesos, diabéticos ou nédo, apresentavam baixos
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niveis de grelina total. Por outro lado, os titulos de grelina acetilada
neste trabalho estavam elevados, o que poderia ter um papel na
adiposidade e hiperfagia, e estar associado a relagdo positiva que foi
evidenciada entre os niveis de grelina acetilada, o IMC e a medida da
cintura dos pacientes. As formas acetilada e nao acetilada do horménio
estavam relacionadas a deposicdo de lipideos nos adipécitos viscerais
humanos (60). Um estudo experimental demonstrou que a grelina
acetilada estimulou o depdsito de tecido adiposo branco no abdome, via
receptor tipo la da grelina. Isto ocorreu provavelmente por inibi¢do da
exportacdo de lipideos, e ndo por inibicdo da lipdlise. Este experimento
também concluiu que ainda € cedo para determinar o papel da grelina
ndo acetilada na adiposidade (61). Com relagdo ao tecido adiposo
marrom, um trabalho com camundongos demonstrou que o tratamento
com baixas doses de grelina diminuia a expressdo da proteina
desacopladora 1 (UCP1) do BAT. A UCP1 é um dos marcadores de
gasto energético, e considerando o balanco energético, a diminuicéo
deste marcador poderia contribuir para o aumento do peso corporal e da
adiposidade (62).

Considerando o que foi exposto acima, a grelina pode ser
caracterizada como um hormonio orexigeno circulante, relacionado ao
balanco energético, produzido principalmente no estbmago, que quando
acetilado adquire a sua forma ativa e se liga ao receptor secretagogo do
horménio do crescimento, exercendo muitos de seus efeitos. Como
vimos, o0s niveis de grelina aumentam no jejum e sdo suprimidos pela
ingestdo de alimentos, e isto parece sinalizar ao sistema nervoso central
gue nutrientes cal6ricos estdo disponiveis para a absor¢do. Entretanto,
muitos aspectos relacionados ao controle fisiologico da grelina e seus
efeitos bioldgicos sdo controversos.

1.4. A dieta de cafeteria como modelo experimental de obesidade:

A dieta de cafeteria representa um modelo Util para os estudos da
obesidade humana, pois é uma dieta hipercalérica e hiperlipidica,
palatavel, que induz hiperfagia voluntéria e ganho de peso corporal
rapido. Ainda que por periodos curtos, como o de quinze dias, esta dieta
é suficiente para produzir um aumento significativo na adiposidade de
ratos Wistar (63). A alta adiposidade estd relacionada mais a um
incremento da gordura visceral do que dos depdsitos subcutaneos (63).
Apesar da dieta de cafeteria ser capaz de promover um estado pré-
diabético, com aumentos da glicose, insulina e acidos graxos ndo
esterificados no plasma (64), alguns trabalhos demonstraram que a
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ingestdo alimentar € menor apés o consumo de uma dieta rica em
lipideos, provavelmente por uma inibicdo da gordura sobre o
esvaziamento gastrico, e um aumento da oxidacao dos lipideos durante a
ingestdo desta dieta (65-67). A secrecdo de adiponectina, em contraste
com a secrecdo de outras adipocinas, estad paradoxalmente diminuida na
obesidade (68). Entretanto, trabalhos associando a dieta de cafeteria com
a adiponectina demonstraram um aumento de sua expressdo no tecido
adiposo, e um incremento de seus titulos plasmaticos. Este fenémeno
poderia representar um mecanismo de adaptacdo inicial a dieta
altamente caldrica, que, com a manutencdo desta dieta por periodos
maiores de tempo, quando entdo a deposicdo de gordura estivesse
plenamente estabelecida, levaria finalmente a reducdo da capacidade de
secrecdo de adiponectina pelo tecido adiposo. Assim, a diminuigdo dos
niveis de adiponectina, nesta situa¢do, seria mais uma consequéncia do
gue uma causa de obesidade (69-70).

Na obesidade, o aparecimento da resisténcia a insulina e da
hiperinsulinemia compensatoria provavelmente sao a razao da supressao
dos niveis de grelina (48). Entretanto, em animais submetidos a uma
dieta prévia com alto teor de lipideos (45% do total energético na forma
de gorduras), durante duas semanas e sob um jejum de oito horas, houve
um aumento significativo da expressao do gene da grelina no estbmago,
guando comparado a uma dieta standard (12% do total energético na
forma de gorduras). Por outro lado, a dieta com alto teor de lipideos em
ratos fora do jejum mostrou uma tendéncia a diminuir a expressdo do
gene da grelina no estdmago, quando comparada a dieta standard, ainda
gue sem significancia estatistica (71).

Apesar da dieta de cafeteria ser Gtil no estudo do impacto da dieta
humana, ao se utilizar animais como modelos biolégicos, os trabalhos
tem mostrado resultados distintos quando ela é relacionada a aspectos
€omo 0 peso, niveis de adiponectina e grelina.

1.5. A pioglitazona e seus efeitos sobre os niveis de adiponectina e
grelina:

A pioglitazona é uma droga da classe das tiazolinedionas, que
tem demonstrado nos estudos ter uma série de a¢fes metabolicas, como
a diminuicdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos e lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), um aumento no tamanho das particulas de LDL,
um incremento da concentracdo de lipoproteinas de alta densidade e
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uma diminuigdo na lipogénese hepética de novo em mais de 40% (72-
73).

Como ja foi mencionado, a pioglitazona pode elevar os niveis
plasmaticos de adiponectina, através da ativacdo do receptor gama
ativado pelo proliferador de peroxissomo (PPAR-y) (15). A
administragdo de pioglitazona por duas semanas a ratos inibe a
resisténcia a acdo da insulina no figado, provocada pelos acidos graxos
livres (74). Parece que a atividade da pioglitazona é dose e tempo
dependente, inicialmente afetando a acdo da insulina no figado, e, ap0s,
sistemicamente (74). Um experimento com células murinas e humanas
demonstrou que a adiponectina é estimulada pela pioglitazona, de uma
forma aguda e dose dependente, apds apenas 2 horas de exposicdo a
droga (75). Em homens normoglicémicos que receberam pioglitazona,
0s niveis de adiponectina aumentaram significativamente em 3 dias ap0s
a administracdo da droga, o que precedeu qualquer mudanga no status
do metabolismo glicolipidico ou inflamatério (76). Em pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2 a administracdo de pioglitazona
por 4 semanas aumentou significativamente os niveis de adiponectina, e
melhorou a disfuncdo vascular (77-78).

O efeito da pioglitazona nos niveis de grelina na auséncia de
ganho de peso ainda é incerto. A maior supressdo da grelina em
pacientes diabéticos em uso de pioglitazona, apés a ingestdo de
alimentos, é dependente das mudancas do peso corporal e ndo do
tratamento com a droga (79). Também em individuos diabéticos, a
metformina, ao contrario da pioglitazona, diminuiu os niveis séricos de
grelina, ap6s 75 gramas de glicose por via oral. Isto ocorreu
provavelmente pela maior estabilidade do peso em pacientes tratados
com metformina (80). Em outro ensaio clinico com pacientes portadores
de diabetes mellitus, os niveis p6s-prandiais de grelina total e acetilada
foram similares em pacientes diabéticos tratados com metformina,
pioglitazona ou apenas dieta (81).

Considerando o que foi acima descrito sobre a pioglitazona,
pode-se concluir que, ao contrario de sua relacdo com a adiponectina, o
efeito da droga sobre a grelina é mais controverso, ja que os trabalhos
demonstraram resultados conflitantes.
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2. JUSTIFICATIVA

As interacGes entre 0 peso corporal, as caracteristicas nutricionais
da dieta e a resisténcia a insulina com os niveis plasméticos de grelina e
adiponectina, e, consequentemente, com o balanco energético celular,
permanecem como objeto de controvérsia na literatura. A dieta de
cafeteria € um modelo atil para o estudo da obesidade, pois é
hipercalérica e hiperlipidica, e induz hiperfagia voluntaria e rapido
ganho de peso. Por outro lado, a dieta com alto teor de lipideos pode
ocasionar hipofagia, em decorréncia da lentificacdo do esvaziamento
gastrico e da maior oxidacao das gorduras. O conhecimento do impacto
da dieta de cafeteria sobre os niveis de grelina e adiponectina permitira
um avanco no entendimento da dindmica desses hormonios em relacéo a
composicdo dos alimentos ingeridos. Os héabitos alimentares
inapropriados, que se encontram padronizados no modelo da dieta de
cafeteria, precisam ser mais bem estudados, ja que o aumento da
obesidade em escala mundial ndo pode ser explicado somente por
mudangas na bagagem genética. A secrecdo de adiponectina, em
contraste com a secrecdo de outras adipocinas, estd paradoxalmente
diminuida na obesidade. Entretanto, trabalhos associando a dieta de
cafeteria com a adiponectina demonstraram um aumento de sua
expressao nos adipdcitos, e um incremento de seus titulos plasmaticos,
talvez como uma adaptacdo inicial ndo duradoura a expansao do tecido
adiposo. Tanto a grelina quanto a adiponectina sdo hormdnios
relacionados ao balanco energético, e, provavelmente em conjunto com
0 comportamento alimentar atual, estdo relacionados ao aumento global
da obesidade e suas implicagdes secundérias a salde humana. Além
disso, estudos avaliando as consequéncias da administracdo de
pioglitazona sobre os niveis sérico de grelina sdo escassos e com
resultados divergentes. Também pouco numerosos séo os trabalhos que
avaliaram os efeitos da grelina sobre a secre¢do de adiponectina.
Evidéncias sugerem que a pioglitazona é capaz de aumentar
rapidamente os niveis de adiponectina em animais e humanos, mas seus
efeitos benéficos sobre o metabolismo dos carboidratos ndo ocorrem de
forma tdo imediata. Por estes motivos, a compreensao da interacdo dos
mecanismos de acdo da pioglitazona e de seus efeitos terapéuticos
desejados, como a diminuicdo da resisténcia a a¢do da insulina, com os
niveis de grelina e adiponectina trariam luz as intricadas interacdes
existentes entre fatores ambientais, como o aporte alimentar, e o balanco
energético celular, sob a influéncia de vias hormonais especificas.
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1. OBJETIVOS

1 GERAL:

e Identificar o impacto das caracteristicas da dieta por 5
semanas e da administracdo de pioglitazona sobre fatores
relacionados ao controle metabolico (glicose, insulina,
adiponectina e grelina) em modelo animal.

2 ESPECIFICOS:

e Identificar o impacto da dieta de cafeteria sobre a
variacdo do peso corporal e a resisténcia a acdo da insulina
(glicose, insulina e HOMA-IR).

e Estudar o efeito da dieta de cafeteria sobre os niveis
séricos de adiponectina, grelina total e grelina acetilada.

e Analisar as consequéncias da administracdo de
pioglitazona sobre os titulos séricos de adiponectina, grelina
total e grelina acetilada.
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11l METODOS
1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este € um estudo analitico experimental controlado e com
intervencao envolvendo animais, que foi desenvolvido no Laboratério
da Disciplina de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental (TOCE) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2. AMOSTRA

Um total de 24 ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, machos adultos, com 60 dias de vida e peso médio entre 250 e
300 gramas, provenientes do biotério central da UFSC, permaneceram
em regime de adaptagdo no laboratério por um periodo de sete dias antes
do inicio das atividades. Durante todo o experimento foram controlados
0s niveis de ruido, luz e se manteve o ciclo dia e noite bem definido
(com fotoperiodo de 12 horas). A umidade foi mantida a 55+10% e a
temperatura entre 20 e 24°C (82). O peso dos ratos foi aferido e
registrado semanalmente, sempre no mesmo dia € no mesmo periodo,
bem como no momento do sacrificio por meio de balanga digital
(Precision ®, PR 1000).
Os animais foram distribuidos em 04 subgrupos, a saber (figura
1):

Subgrupo cafeteria SGC (n=6)

Esse subgrupo de ratos recebeu uma dieta hipercaldrica (dieta de
cafeteria) e racdo por 05 semanas. Nos Ultimos 14 dias previamente a
eutanasia estes animais receberam pioglitazona na dose de 10mg/Kg de
peso. A escolha da dose de pioglitazona teve por base outros trabalhos
similares da literatura (83-84).

Subgrupo cafeteria controle SGCC (n=6)
Esse subgrupo de animais recebeu uma dieta hipercalérica (dieta

de cafeteria) e ragdo por 05 semanas. Nos Ultimos 14 dias previamente &
eutanasia estes animais receberam solucao salina.
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Subgrupo ragdo SGR (n=6)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racdo especifica
para ratos) por 05 semanas. Nos Ultimos 14 dias previamente a eutanasia
estes animais receberam pioglitazona na dose de 10 mg/Kg de peso.

Subgrupo ragéo controle SGRC (n=6)

Esse subgrupo recebeu uma dieta balanceada (racdo especifica
para ratos) por 05 semanas. Nos Ultimos 14 dias, previamente a
eutanasia, estes animais receberam solucéo salina.

Ratos da
linhagem Wistar

(n=24)

Dieta de cafeteria Racéo especifica
e racdo por 5 por 5 semanas
semanas (n=12)

P.scls'c (n:6)10 SGCC (n=6) .SG.R GED)
ioglitazona = ;
mg/kg Solugéo salina

Figura 1. Organograma representando a divisdo dos grupos
experimentais.

1
SGRC (n=6)

Solugéo salina

3. PROTOCOLO DE ALIMENTAGAO

Apo6s a divisdo dos animais em 4 grupos experimentais, 0s ratos
do SGC e SGCC receberam diariamente dieta de cafeteria e racdo
especifica para ratos ad libitum, enquanto os do SGR e SGRC
receberam apenas racdo especifica para ratos, também ad libitum.
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3.1. Dieta de Cafeteria

Teve como base as dietas utilizadas em trabalhos e publicadas na
literatura (63-64), e era constituida de:

¢ Alimentos solidos altamente energéticos, incluindo chocolate,
bala de leite, donuts, biscoito recheado, pdo, bacon, salame, presunto
cozido, queijo gordo, amendoim.

e Dieta liquida: incluia 4gua ad libitum e refrigerante.

A distribuicdo dos alimentos respeitou uma proporcao de 45% de
carboidratos, 45% de lipideos e 10% de proteinas.

3.2. Racéo para Ratos

A dieta balanceada utilizada para a alimentagdo dos ratos foi a
racdo Nuvilab Cr-1®, especifica para ratos e camundongos, com a
seguinte composicao: Proteina Bruta 22 a 22,5%, lipideos 4,4 a 4,6% e
carboidratos de 53 a 55%

e A dieta Standard (racdo) foi administrada ad libitum

e A agua foi oferecida ad libitum

4. ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos experimentais estdo de acordo com o0s
Principios Eticos em Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e o projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC sob o
nimero PP00552 (Anexo A).

5. INTERVENCOES
5.1. Gavagem

Procedimento em que a substancia é introduzida na cavidade oral
ou no aparelho digestivo, por meio de um tubo esofagico ou estomacal.
Um tubo flexivel (ou agulha) com a ponta arredondada é introduzido na
boca do animal, e gentilmente empurrado pelo es6fago até o estdmago.
No trabalho em questdo foi escolhido o uso de um tubo fino acoplado a
um eppendorf, que serviu de bocal, para a administracdo de pioglitazona
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(10mg/Kg de peso) ou salina até o estbmago, por se mostrar menos
traumatico do que as agulhas rigidas.

5.2. Procedimento Anestésico

Previamente a anestesia, foi administrada em cada animal uma
dose de atropina na quantidade de 0.05 miligramas/Kg de peso por via
subcutanea, um anticolinérgico visando evitar a sialorréia excessiva
durante o ato anestésico (85). Apo6s identificacdo dos animais, a
anestesia foi realizada com uma solugdo de ketamina 50mg/Kg,
associada a xilazina 10mg/Kg injetada intramuscular, na face interna de
uma das patas traseiras (85). A efetividade da anestesia foi avaliada pela
auséncia de reflexo corneo-palpebral e reacdo motora apds preensao
com pinga do coxim adiposo de uma pata dianteira. Os animais foram
entdo devidamente pesados.

5.3. Obtenc¢ao das amostras de soro

As amostras para a determinacdo dos niveis séricos de glicose,
insulina, grelina e adiponectina foram obtidas por puncéo cardiaca, apés
0 procedimento anestésico e depois de um jejum de 8 horas. Apds a
coleta, o sangue foi centrifugado, depois de meia hora em temperatura
ambiente, para a obtencdo do soro. As amostras para a afericdo da
grelina total e acetilada foram coletadas em um tubo separado, onde foi
acrescentado o inibidor da protease Cloridrato de fluoreto de 4-(2-
aminoetil) benzenossulfonila da Sigma Aldrich Brasil®, em razdo da
instabilidade do horménio.

Todas as amostras foram congeladas a -70°C, e descongeladas
apenas no dia da realizacdo dos ensaios. Antes do congelamento, o soro
destinado a afericdo da grelina total e acetilada foi acidificado.

5.4, Eutanasia

Foram utilizadas no experimento as doses de 150mg/kg de
Ketamina e 30 mg/kg de Xilazina IM (85).
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6. ANALISES LABORATORIAIS

6.1. Determinacdo dos niveis séricos de insulina, adiponectina,
grelina total e grelina acetilada

Os niveis de insulina foram definidos através do KIT insulina
rato-camundongo da marca Millipore® (ensaio ELISA), os de
adiponectina pelo Kit adiponectina-rato da marca Millipore® (ensaio
ELISA), e os de grelina pelos KITs grelina total e grelina active rato-
camundongo, também da marca Millipore® (ensaio ELISA). Os limites
inferiores de detec¢cdo para os ensaios e as variacdes ideais de valores
eram:

e Insulina— 0,2 ng/mL e 0,2 a 10 ng/mL

¢ Adiponectina — 0,155 ng/mL e 3,125 a 200 ng/mL

¢ Grelina total — 0,02 ng/mL e 0,1 a 10 ng/mL

¢ Grelina active — 6 pg/mL e 25 a 2000 pg/mL

O ensaio ELISA utilizado foi do tipo sanduiche, em que um
anticorpo conhecido (anticorpo de captura), neste caso direcionado ao
antigeno (hormonio) que se quer mensurar, esta fixado a uma placa de
poliestireno. Faz-se uma primeira lavagem para retirar o anticorpo livre.
Adiciona-se a amostra com o antigeno que se quer identificar e
quantificar, que se liga ao anticorpo dentro dos pocos da placa. Segue-se
nova lavagem para eliminar o antigeno ndo ligado ao anticorpo.
Acrescenta-se entdo um conjugado composto de outro anticorpo dirigido
contra 0 antigeno, associado a uma enzima. Lava-se para retirar o
conjugado livre. Adiciona-se por fim um cromégeno, e um substrato
gue, no caso de atividade enzimatica, muda de cor e pode ser detectado
por espectrofotometria. Foram utilizados os filtros de 450nm e 590nm
na leitora de ELISA (espectrofotdmetro), e todos os procedimentos
relacionados & andlise do material biol6égico colhido seguiram
rigorosamente as instrugdes do fabricante dos Kits de exame e foram
realizados em duplicata.

6.2. Determinacéo da glicemia

A glicemia foi determinada através do método da hexokinase da
Siemens Healthcare Diagnostics Inc.®. A glicose é fosforizada com
adenosina trifosfato (ATP) na reacdo catalisada pela hexoquinase (HK).
O produto glicose-6-fosfato (G6P) é entdo oxidado com a reducédo
concomitante da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP)
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para NADPH (forma reduzida da coenzima), na reacdo catalisada pela
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH). Um mol de NADP ¢
reduzido a um mol de NADPH para cada mol de glicose presente. A
absorbancia em relacdo aos niveis de NADPH, e consequentemente da
concentracao de glicose, é entdo determinada.

6.3. Calculo do modelo de avaliagdo da homeostase para resisténcia
ainsulina (HOMA-IR)

Os valores do HOMA-IR foram calculados por meio da
seguinte férmula; HOMA-IR = Glicemia de jejum (mg/dL) x Insulina
sérica de jejum (uU/mL) / 405.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao.
Ap0s a constatacdo de que os dados assumiam uma distribuicdo normal,
por meio do teste de Shapiro-Wilk, a comparacdo das médias dos
diferentes subgrupos foi realizada utilizando o método estatistico
ANOVA com corre¢do de Bonferroni. O teste t pareado foi utilizado
para comparacdo das médias entre diferentes semanas de tratamento em
cada subgrupo. A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando
software SPSS versdo 17.0. Valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.
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IV. RESULTADOS

Variacdo do peso corporal nos diferentes grupos ao longo das
semanas de estudo e peso médio final no dia do sacrificio dos
animais nos diferentes subgrupos:

A Figura 2 mostra a evolucdo das médias dos pesos em gramas
nos diferentes subgrupos ao longo do estudo. Quando foi comparado o
peso médio ao final do acompanhamento com o peso inicial foi
observado um aumento significativo do peso corporal durante o periodo
do estudo nos animais dos quatro subgrupos (P < 0,05). Quando o peso
dos animais na semana 3, momento em que foi iniciada a intervencao
(pioglitazona ou salina), foi comparado ao peso na semana 5, apenas 0s
animais do SGCC apresentaram ganho de peso com tendéncia a
significancia estatistica (P = 0,073). Ndo foram observadas diferencas
entre 0s pesos da semana 3 e 5 nos demais subgrupos (P > 0,100).

400

*
o
ﬂ'/: o

SGCC

o
o

w1
o

[
o

Peso em gramas
R R N N W
o
o

=—=SGR
SGRC

o
o

u1
o

o

0 1 2 *3 4 5

Semanas de dieta

Figura 2. Evolugdo das médias dos pesos em gramas nos diferentes subgrupos
desde o inicio do estudo, quando os animais apresentavam 60 dias de vida, até o
dia do sacrificio quando estavam com 95 dias de vida. *Inicio da intervenc&o.
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As médias de peso ao final do acompanhamento sdo exibidas na Tabela
1. Quando comparados quanto ao peso corporal final, os animais do
subgrupo SGCC apresentaram médias significativamente maiores do
gue aquelas observadas para o subgrupo SGR (P = 0,035) e SGRC (P =
0,017). Nado foram observadas diferencas na comparacdo do peso
corporal entre os demais grupos (P >0,05) (Figura 3).

Tabela 1 — Peso corporal (gramas) nos subgrupos cafeteria (SGC),
cafeteria controle (SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 345,00 372,50 322,66 317,66
DP* +35,19 +21,01 +28,42 +2511

*Meédia + Desvio Padrdo (DP)

400,00

*%

T 7

300,00

Peso final (gramas)

250,00

200,00 T T
SGC SGCC SGR SGRC

Grupo

Figura 3. Peso corporal (Média + Desvio Padrdo) ao final do acompanhamento
(gramas) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racédo
(SGR) e racdo controle (SGRC). * P = 0,035 para comparacdo entre SGR e
SGCC. ** P = 0,017 para comparagédo entre SGRC e SGCC.
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Niveis médios das glicemias em amostras de sangue colhidas no dia
do sacrificio dos animais nos diferentes subgrupos:

As médias de glicemia das amostras de sangue colhidas no final do
acompanhamento nos diferentes grupos de animais sdo exibidas na
Tabela 2. Nao foram observadas diferencas na comparacdo das médias
glicémicas entre os grupos (P>0.05) (Figura 4).

Tabela 2 — Glicemia (mg/dL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria
controle (SGCCQC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Média* 219,66 211,66 231,16 249,83
DP* + 86,93 + 58,16 +48,39 +71,98

*Meédia + Desvio Padrdo (DP)

350,00

300,00

250,00

200,00

Glicemia (mg/dL)

150,00

100,00

T T
SGC SGCC SGR SGRC
Grupo

Figura 4. Glicemia (Média + Desvio Padrdo) ao final do acompanhamento
(mg/dL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racdo
(SGR) e ragdo controle (SGRC).
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Niveis médios da insulina nos diferentes subgrupos em amostras de
sangue colhidas no dia do sacrificio dos animais:

As médias de insulina das amostras de sangue colhidas no final do
acompanhamento nos diferentes grupos de animais sdo exibidas na
Tabela 3. Nao foram observadas diferencas na comparacdo das médias
da insulina entre os grupos (P>0.05) (Figura 5).

Tabela 3 — Insulina (ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria
controle (SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 0,49 0,44 0,25 0,31
DpP* +0,10 +0,22 +0,16 +0,30

*Meédia + Desvio Padrdo (DP)

0,60

0,40

Insulina (ng/mL)

0,20

0,00

T T
SGC SGCC SGR SGRC
Grupo

Figura 5. Insulina (Média + Desvio Padrdo) ao final do acompanhamento

(ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racdo
(SGR) e ra¢do controle (SGRC).
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Niveis médios do modelo de avaliagdo da homeostase para

resisténcia a insulina (HOMA-IR):

As médias do HOMA-IR ao final do acompanhamento nos diferentes
grupos de animais sdo exibidas na Tabela 4. N&o foram observadas
diferencas na comparacdo das médias do HOMA-IR entre 0s grupos

(P>0.05) (Figura 6).

Tabela 4 — HOMA IR nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria

controle (SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 5,76 5,42 2,92 4,82
DP* +2,26 + 3,07 +1,94 +5,32
*Meédia + Desvio Padrdo (DP)
12,001
10,004 -1
8,00
4
&
=
g 6,00
ol T
2,00
o SGC sGce SGR SGRC
Grupo

Figura 6. HOMA-IR (Média + Desvio Padrdo) ao final do acompanhamento
nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racdo (SGR) e racao

controle (SGRC).
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Niveis médios da adiponectina nos diferentes subgrupos em
amostras de sangue colhidas no dia do sacrificio dos animais:

As médias de adiponectina das amostras de sangue colhidas no final do
acompanhamento sdo exibidas na Tabela 5. Quando comparados quanto
a adiponectina sérica final, os animais do subgrupo SGR apresentaram
médias significativamente maiores do que as observadas no subgrupos
SGCC (P=0,027) e SGRC (P = 0,014). N&o foram observadas diferencgas
na comparacao da adiponectina entre os demais grupos (P>0,05) (Figura

7).

Tabela 5 — Adiponectina (ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC),
cafeteria controle (SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 50,76 32,54 55,91 30,52
DP* +9,29 +9,03 + 20,62 +6,97

*Meédia + Desvio Padrdo (DP)

80,00

60,00

**
40,00

Adiponectina (ng/mL)

20,00

0,00

T T
SGC SGCC SGR SGRC
Grupo

Figura 7. Adiponectina (Média + Desvio Padrdo) ao final do acompanhamento
(ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racdo
(SGR) e ragéo controle (SGRC). * P = 0,027 para comparagéo entre SGCC e
SGR. ** P = 0,014 para comparacédo entre SGRC e SGR.



61

Niveis médios da grelina total nos diferentes subgrupos em amostras
de sangue colhidas no dia do sacrificio dos animais:

As médias da grelina total das amostras de sangue colhidas no final do
acompanhamento sdo exibidas na Tabela 6. Quando comparados quanto
a grelina total sérica final, os animais do subgrupo SGC apresentaram
médias significativamente maiores do que aquelas observadas para o
subgrupo SGR (P = 0,006). Ndo foram observadas diferencas na
comparacao da grelina total entre os demais grupos (P >0,05) (Figura 8).

Tabela 6 — Grelina total (ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC),
cafeteria controle (SGCC), racdo (SGR) e racéo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 1,65 1,21 0,65 1,15
DP* +0,69 +0,34 + 0,36 +0,29

*Meédia £ Desvio Padrédo (DP)

2,50

E

a
?

Grelina Total (ng/mL)
3
.

0,50

0,00 T U
SGC SGCC SGR SGRC

Grupo

Figura 8. Grelina total (Média + Desvio Padréo) ao final do acompanhamento
(ng/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle (SGCC), racdo
(SGR) e racéo controle (SGRC). * P = 0,006 para comparacdo entre SGR e
SGC.
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Niveis médios da grelina acetilada nos diferentes subgrupos em
amostras de sangue colhidas no dia do sacrificio dos animais:

As médias de grelina acetilada das amostras de sangue colhidas no final
do acompanhamento sdo exibidas na Tabela 7. Quando comparados
guanto a grelina acetilada sérica final, os animais do subgrupo SGC
apresentaram médias significativamente maiores do que aquelas
observadas para o subgrupo SGCC (P = 0,047) e SGR (P = 0,009). Néo
foram observadas diferencas na comparacao da grelina acetilada entre os
demais grupos (P >0,05) (Figura 9).

Tabela 7 — Grelina acetilada (pg/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC),
cafeteria controle (SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC):

Grupos SGC SGCC SGR SGRC
Final* 471,52 259,44 193,01 268,48
DP* +195,09 + 86,36 + 87,61 +78,97

*Meédia + Desvio Padrdo

600,00

400,00 *

200,00

Grelina Acetilada (pg/mL)

0,00

T T
SGC SGCC SGR SGRC
Grupo

Figura 9. Grelina acetilada (Média + Desvio Padrdo) ao final do
acompanhamento (pg/mL) nos subgrupos cafeteria (SGC), cafeteria controle
(SGCC), racdo (SGR) e racdo controle (SGRC). * P = 0,047 para comparagao
entre SGCC e SGC. ** P = 0,009 para comparagdo entre SGR e SGC.
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V. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi examinar uma parte do
balangco energético celular, sob um contexto hormonal, em grupos de
animais submetidos a uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica e a
intervencao farmacoldgica. O estudo da influéncia dos fatores exdgenos,
como a dieta, no aparecimento da obesidade é de grande importancia,
visto que em humanos, o excesso de peso, apesar do nitido componente
genético, raramente € monogénico (86). A relevancia das pesquisas
relacionadas a obesidade tem como base 0 aumento na sua prevaléncia
global, e a sua conex@o com o aparecimento da sindrome metabdlica e
das complicagdes cardiovasculares. As controvérsias na literatura
envolvendo a descricdo de novos horménios, e sua relagdo com a
obesidade e sindrome metabdlica, tornam de méxima importancia, na
atualidade, o assunto abordado. A realizacdo do estudo como
experimento em cobaias permite uma intervencdo adequada, e um
controle mais rigido do meio onde se desenvolve o trabalho.

1. ADIETA DE CAFETERIA E O PESO CORPORAL

Quando foi avaliada a média ponderal ao final do
acompanhamento nos diferentes subgrupos de animais, foi observada
uma diferenca significativa, com peso superior no SGCC, que recebeu
dieta de cafeteria, racdo e solucdo salina, em relacdo ao SGR, que
recebeu racdo balanceada para a espécie e pioglitazona (P= 0,035) e ao
SGRC, que recebeu dieta balanceada e solucdo salina (P=0,017). Este
achado vai ao encontro do que foi demonstrado na literatura, onde um
curto periodo de dieta de cafeteria (15 dias) foi suficiente para levar a
um aumento significativo na adiposidade em ratos Wistar, e esta
adiposidade aumentada estava mais relacionada a obesidade visceral do
gue aos depositos subcutaneos de gordura (63). No entanto, quando
comparados aos demais grupos, nao foi observada diferenca estatistica
na média de peso final dos ratos do SGC. Estudos anteriores indicam
que dietas ricas em gorduras, portanto com alto teor calérico, podem
gerar hipofagia e uma supressio do ganho de peso (65-67). E possivel
gue este fendmeno esteja relacionado a auséncia de diferenca e até
mesmo a tendéncia numérica de perda de peso observada no SGC, que
ainda sofreu o efeito adicional da administracdo de pioglitazona,
conforme descrito no topico pioglitazona e o peso corporal.
Corroborando a inferéncia anterior, ao comparar 0 peso na terceira
semana, quando se iniciou a intervencdo com pioglitazona, e na quinta



64

semana, existe uma tendéncia a ganho de peso apenas para 0 SGCC
(p=0,073), embora 0 SGC também tenha recebido a dieta hipercal6rica.
Foi notavel no presente estudo a necessidade de adotar versdes
diferentes da dieta de cafeteria para que ndo houvesse uma diminuicao
da ingestdo alimentar.

2. APIOGLITAZONA E O PESO CORPORAL

Com relacdo a interferéncia da pioglitazona no peso, nao se
encontrou qualquer diferenca estatistica ao se comparar os diferentes
subgrupos, mesmo quando se relacionou o SGR, que recebeu
pioglitazona, ao SGRC, que recebeu solugdo salina, sem a interferéncia
do aporte de gorduras da dieta de cafeteria. Varios trabalhos realizados
em individuos diabéticos constataram um aumento de peso associado ao
uso de drogas da classe das tiazolinedionas, da qual faz parte a
pioglitazona, atribuido a multiplos fatores relacionados a acdo destas
drogas (87-90). Outros autores, ao contrario, ndo encontraram qualquer
associagdo entre a administracdo desta classe de drogas e o incremento
do peso corporal em animais e humanos (84, 90-91). Um fato
importante, que deve ser destacado, é que o0s animais do SGC
apresentaram diarreia apo6s a introducdo da pioglitazona, diarreia esta
que pode ter sido o resultado da associacdo da dieta de cafeteria, rica em
lipideos e carboidratos, com a pioglitazona. Corroborando esta
inferéncia, encontramos na literatura que entre os fatores relacionados
ao abandono do uso desta droga estdo a diarreia e as nauseas (92). Em
humanos, existem multiplas evidéncias que dietas ricas em carboidratos
nas formas de sucos e refrigerantes possam causar diarreia (93-94). Da
mesma forma, a ingestdo de alimentos ricos em gorduras também pode
causar diarreia. Lipideos e acidos graxos ndo digeridos que alcancam o
ileo distal ou o célon, quando fermentados por bactérias, levam a
producdo de hidroxicidos graxos, que podem lesar a mucosa intestinal
ou causar diarreia osmética (95).

3. A DIETA DE CAFETERIA E OS NIVEIS SERICOS DE
GLICOSE

N&do foram encontradas diferencas estatisticas nos niveis de
glicose sérica de jejum entre os diferentes grupos estudados. Quando
comparados 0 SGCC ao SGRC, que receberam dietas distintas sem a
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administragdo de pioglitazona, ndo se encontrou qualquer diferenca. Os
trabalhos publicados na literatura que abordaram o efeito da dieta de
cafeteria sobre os niveis glicémicos de jejum mostraram resultados
diversos. Um experimento com ratos da linhagem Wistar, submetidos a
dieta de cafeteria ou dieta balanceada (racdo) por curto periodo de
tempo, mostrou até mesmo uma diminuicdo das glicemias de jejum no
grupo de ratos machos alimentados com a primeira dieta, achado este
gue ndo foi discutido no trabalho (63). Outros experimentos, também
com ratos Wistar, ndo mostraram diferencas estatisticas nas glicemias de
jejum, quando se comparou 0s grupos de animais que receberam uma
dieta balanceada para a espécie aos que receberam dieta de cafeteria,
ainda que nestes trabalhos a dieta hipercaldrica tenha sido mantida por
maiores periodos de tempo, variando de 7 a 12 semanas (64, 96). O
trabalho que ndo demonstrou diferenca nas médias glicémicas de jejum
dos ratos submetidos a dieta de cafeteria por 7 semanas encontrou esta
diferenca estatistica, com aumento dos niveis glicémicos, quando a dieta
em questdo foi estendida por 15 semanas (64). E provavel que a
alteracdo da glicemia de jejum esteja relacionada a duracdo dieta de
cafeteria, e que os desfechos distintos nos diferentes trabalhos estejam
também relacionados a falta de padronizacdo das dietas instituidas, que
algumas vezes assumem até aspectos regionais, assim como a
alimentagdo humana.

4. APIOGLITAZONA E O CONTROLE GLICEMICO

Quando comparados os grupos que receberam pioglitazona
(SGC, SGR) aos que ndo a receberam (SGCC, SGRC), nenhuma
diferenca foi encontrada com relacdo as medias glicémicas de jejum.
Dois trabalhos experimentais com ratos machos Wistar, alimentados
com dieta balanceada para a espécie, que receberam pioglitazona na
dose de 10mg/Kg por 2 e 12 semanas, respectivamente, também
demonstraram auséncia de diferencas estatisticas nos valores médios das
glicemias de jejum (84, 97). Nem mesmo quando foi adicionada frutose
a dieta a pioglitazona foi capaz de diminuir os niveis de glicose em
jejum (84). Estudos com pacientes diabéticos evidenciaram diminui¢cdo
das glicemias médias de jejum com a administracdo de pioglitazona por
periodos de 2 a 4 semanas (98-99). No entanto outro estudo, também
com pacientes diabéticos, que receberam pioglitazona por 4 semanas
ndo encontrou nenhuma diferenca nas médias glicémicas de jejum,
quando comparados os grupos placebo ao pioglitazona (77). E possivel
que fatores, como o valor da glicemia basal antes do tratamento com a
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pioglitazona, possam interferir na diminuicdo ou ndo das médias
glicémicas apds a administracdo de pioglitazona. Assim peculiaridades
da amostra estudada, como a gravidade no distdrbio do metabolismo dos
carboidratos e a idade, poderiam explicar a variagdo dos resultados
encontrados. Em modelos animais de diabetes mellitus tipo 2 (ratos
Zucker) a resposta a pioglitazona serd mais efetiva quanto mais jovem
for 0 animal no inicio da administracéo da droga (100).

5. ADIETA DE CAFETERIA E A INSULINEMIA

Nao foram observadas diferencas entre as médias dos titulos de
insulina dos diferentes grupos de animais estudados. Assim como
aconteceu com as médias glicémicas, € provavel que a auséncia de
diferenca em relagcdo as medias de insulina de jejum também esteja
relacionada ao tempo de administracdo da dieta, e que a diversidade de
resultados encontrados na literatura decorra das peculiaridades da
composicdo das diferentes dietas de cafeteria. Um experimento com
ratos Wistar comparando a dieta de cafeteria por periodo curto de tempo
(2 semanas) a dieta balanceada, com relagdo a insulina de jejum,
também ndo evidenciou diferenga estatistica (63). Outro trabalho
experimental com ratos Wistar, submetidos a dieta de cafeteria ou racéo
balanceada para a espécie por 12 semanas, ndo evidenciou diferencas na
comparacdo dos valores médios de insulina entre os animais
alimentados com as duas dietas (96). No entanto, um trabalho também
com ratos Wistar alimentados com dieta de cafeteria ou racdo
balanceada demonstrou diferenca estatistica, com niveis médios de
insulina superiores nos animais que receberam a dieta de cafeteria por
um periodo de 7 semanas (64). Conforme descrito acima, além do tempo
de dieta, é provavel que variacdes na composicdo da dieta de cafeteria
tenham influenciado os diferentes trabalhos que utilizaram este modelo.

6. APIOGLITAZONA E A INSULINEMIA

N&o foram detectadas diferencas nos niveis médios de insulina
de jejum quando comparados 0s grupos que receberam ou ndo a
intervengdo com pioglitazona. Isto ficou evidente mesmo ao se
comparar os grupos SGR e SGRC que ndo sofreram o impacto da dieta
de cafeteria. Um estudo experimental com ratos Wistar, alimentados
com dieta balanceada para a espécie, ndo encontrou diferenca
significativa nos niveis séricos de insulina ao comparar 2 grupos de
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ratos que receberam ou ndo pioglitazona, mesmo com a administragdo
da droga por periodos de até 12 semanas (84). No entanto, outro
experimento, também com ratos Wistar machos tratados com ragédo,
demonstrou diminuicdo dos niveis de insulina com apenas 2 semanas de
administragdo de pioglitazona (97). Trabalhos realizados com seres
humanos diabéticos demonstraram desde a auséncia de diferenca nos
niveis séricos das médias de insulina de jejum, com a administragéo da
pioglitazona por 4 semanas (78), até a diminuicdo da insulinemia,
guando a droga foi administrada por periodos de 1 até 12 meses (77,
99). Assim, como no efeito da pioglitazona sobre o controle glicémico,
multiplos fatores relacionados & amostra podem modular o achado de
diferenca ou ndo nos niveis de insulina, quando a droga é administrada.
Entre esses fatores, podemos citar a gravidade do distdrbio do
metabolismo glicémico e a média de idade da amostra. Levando em
consideracdo que a administracdo da droga por um periodo de 12 meses
levou a diminuicdo das médias das insulinas de jejum em humanos,
podemos supor que um dos fatores que pode influenciar o efeito da
pioglitazona sobre o0s pardmetros metabdlicos é o tempo de
administragdo da droga. Parece que os efeitos das tiazolinedionas sdo
dose e tempo dependentes, inicialmente afetando a sensibilidade
hepética a insulina e depois agindo também sobre a sensibilidade
periférica ao hormonio (74).

7. ADIETA DE CAFETERIA E O HOMA-IR

Néo foram encontradas diferencas significativas nos valores de
HOMA-IR quando se comparou este indice nos diferentes subgrupos.
Em estudos sobre a fisiologia do metabolismo humano alguns
parametros para a avaliacdo da resisténcia a insulina foram propostos.
Entre eles um dos mais importantes ¢ HOMA-IR. O HOMA-IR, como
estimativa da resisténcia a insulina, fornece um resultado aceitavel e
confiavel em ratos, camundongos e humanos (101). Os resultados
disponiveis na literatura com relacdo ao impacto da dieta de cafeteria
sobre 0 HOMA sdo variaveis. Em um trabalho experimental, que
comparou ratos Wistar submetidos a dieta de cafeteria por 12 semanas a
um grupo controle que recebeu dieta balanceada, ndo foram observadas
diferencas nos valores de HOMA-IR entre os grupos (96). Em outro
trabalho, também com ratos Wistar, a dieta de cafeteria por um periodo
de 7 semanas foi suficiente para levar a um aumento do HOMA-IR
significativo do ponto de vista estatistico (64). E possivel que a auséncia
de homogeneidade na composi¢do das dietas de cafeteria poderia levar a
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uma discrepancia entre os resultados encontrados nos diferentes
trabalhos, mesmo quando a amostra € submetida ao mesmo tempo de
dieta. Outra questdo a ser considerada é a variacdo da idade e sexo dos
ratos nos diferentes estudos, o que também poderia comprometer a
comparacdo dos seus resultados. Conforme dados disponiveis na
literatura tanto a idade (102-104) quanto o sexo (105-108) podem
influenciar a sensibilidade a a¢do da insulina em animais e humanos.

8. APIOGLITAZONA E O HOMA-IR

Com relacdo ao efeito da pioglitazona sobre 0 HOMA-IR, ndo
foram notadas diferencas significativas do ponto de vista estatistico
guando foram comparados os diferentes grupos. Confrontando o SGR
com o SGRC, que receberam dieta balanceada para a espécie, com ou
sem a administracdo de pioglitazona, respectivamente, também néo
foram evidenciadas diferencas. Em um trabalho com ratos Wistar em
gue se compararam animais sob uma dieta balanceada para a espécie,
submetidos ou ndo a 12 semanas de pioglitazona, ndo foram
demonstradas diferencas significativas entre os grupos (84). Um ensaio
clinico realizado com 15 individuos diabéticos, que receberam
pioglitazona por um periodo de 4 semanas, também ndo encontrou
diferencas no HOMA-IR quando se comparou os valores anteriores aos
posteriores ao tratamento (78). Outro estudo também com diabéticos
tipo 2, onde 20 individuos foram avaliados e randomizados para receber
pioglitazona ou placebo por 4 semanas, ndo encontrou diferencas no
HOMA-IR quando foram comparados o0s parametros metabdlicos
anteriores e posteriores ao tratamento (77). Em um trabalho com 283
individuos com diabetes mellitus tipo 2 em que se utilizou a
pioglitazona por periodo de 12 meses (99), demonstrou-se reduces
significativas nos niveis de HOMA-IR, corroborando a hip6tese de que
um dos fatores relacionados a auséncia de efeito desta droga sobre o
HOMA-IR no presente estudo provavelmente foi o curto tempo de
tratamento. Assim como na avaliagdo do impacto da pioglitazona sobre
as médias das glicemias e insulinas de jejum, é provavel que fatores
relacionados a amostra, como a intensidade do distdrbio do metabolismo
dos carboidratos e a idade, foram importantes fatores determinantes dos
efeitos da droga sobre 0 HOMA-IR.
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9. ADIETA DE CAFETERIA E A ADIPONECTINA SERICA

Quando comparamos o0 SGCC ao SGRC, que receberam,
respectivamente, dieta de cafeteria e racdo ou dieta especifica para ratos,
sem a influéncia da pioglitazona, ndo observamos qualquer diferenca
(P=1). Apesar da auséncia de diferenca estatistica, devemos considerar
que, se realmente houve uma expansdo do tecido adiposo branco nos
subgrupos  cafeteria, 0s niveis de  adiponectina  estdo
desproporcionalmente mais baixos no SGCC comparado ao SGRC. Um
experimento com ratos Wistar submetidos a dieta de cafeteria durante 15
dias demonstrou ndo haver diferencas nos niveis totais de adiponectina
sérica, quando comparados ao grupo controle com dieta balanceada.
Quando, porém, os titulos foram ajustados para a soma do tecido
adiposo branco (niveis de adiponectina/soma do tecido adiposo branco),
0s niveis de adiponectina se mostraram inferiores no grupo submetido a
dieta de cafeteria (109). No presente trabalho ndo foram mensurados os
depositos de tecido adiposo branco, o que torna impossivel dizer com
certeza absoluta que houve uma variacdo da adiponectina ajustada para
0 tecido em questdo. Devemos, no entanto lembrar que ja foi
comprovado em um estudo anterior, com ratos Wistar machos, o
aumento da adiposidade em animais submetidos a dieta de cafeteria por
apenas 15 dias (63). Outro experimento com ratos Wistar machos
também avaliou o impacto da dieta de cafeteria por 10 semanas sobre a
adiponectina sérica ajustada para o tecido adiposo branco, e concluiu
gue o horménio estava numericamente diminuido, porém sem qualquer
significancia estatistica (110). Um trabalho com camundongos
demonstrou que a adiponectina sérica encontrava-se diminuida em
animais alimentados com dietas ricas em gorduras, por curtos ou longos
periodos de tempo (111). Outros estudos revelaram um aumento da
expressdo do gene da adiponectina, quando ratos eram expostos a dietas
hiperlipidicas por curtos periodos, e uma diminuicdo da expressao,
guando as dietas eram mantidas por periodos mais longos (69, 112).
Esta diferenca poderia ser desencadeada por uma resposta inicial
compensatoria contra 0 excesso de aporte energético, que se perderia no
caso de dietas hiperlipidicas e hipercaléricas prolongadas, levando a
uma inibicdo da expressdo do gene da adiponectina, sobrepondo-se a
uma resisténcia inicial & obesidade e assim permitindo o estoque de
lipideos (69).
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10. APIOGLITAZONA E A ADIPONECTINA SERICA

Quando comparados quanto aos niveis séricos de adiponectina,
0 SGR, que recebeu pioglitazona por 14 dias, apresentou niveis
significativamente mais elevados do horménio do que o SGCC
(P=0,027) e 0 SGRC (P=0,014), néo tratados com pioglitazona. A média
de adiponectina também foi numericamente maior no SGC, que recebeu
pioglitazona, quando comparado ao SGCC, que recebeu salina, mas a
diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P=0,13). Um dos
motivos para a auséncia de diferenga estatistica no SGC pode ter sido os
altos niveis de grelina neste grupo. J& foi demonstrado na literatura que
a administracdo de grelina pode diminuir a expressdo do gene da
adiponectina no tecido adiposo (113). Os demais achados encontram
respaldo em outros estudos disponiveis na literatura, nos quais a
administragdo de pioglitazona por curtos periodos de tempo em animais
e humanos também promoveu um aumento significativo dos niveis de
adiponectina (74-78). O promotor do gene da adiponectina possui
multiplos sitios de ligacdo de fatores transcricionais que modulam a sua
atividade. A ativacdo do receptor gama ativado pelo proliferador de
peroxissomo (PPAR-y) estimula a transcri¢do do gene da adiponectina
(15). O PPAR-y ¢é o sitio de acdo das drogas da classe das
tiazolinedionas como a pioglitazona (15). Na literatura, um trabalho
experimental com ratos evidenciou um aumento dos niveis séricos de
adiponectina apds a administracdo de pioglitazona por duas semanas
(74). Outro trabalho experimental com células murinas e humanas
isoladas demonstrou que a pioglitazona estimula a adiponectina de
forma aguda apds apenas 2 horas de contato com a droga (75). Em um
ensaio clinico com individuos com tolerancia normal a glicose a
pioglitazona foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
adiponectina apds 3 dias de tratamento. Esse aumento da adiponectina
precedeu as mudangas no status do metabolismo da glicose e dos
lipideos, bem como do grau de inflamagéo (76). Outros ensaios clinicos
com pacientes diabéticos concluiram que o tratamento com pioglitazona
por 4 semanas foi capaz de aumentar significativamente os niveis de
adiponectina (77-78).
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11. ADIETA DE CAFETERIA, A GRELINATOTAL E
ACETILADA

N&o foram encontradas diferencas quanto a grelina total, quando
se relacionou 0 SGCC ao SGRC, que receberam dieta de cafeteria e
racdo ou apenas a dieta balanceada sem a intervencdo de pioglitazona
em ambos os casos. A grelina total, que constitui a soma das isoformas
acetilada e ndo acetilada, parece ter uma relagdo razoavel com a forma
acetilada, ja que os niveis de ambas sdo constantes sob varias condi¢bes
que interferem na fisiologia do horménio (114). A auséncia de diferenca
estatistica entre 0 SGCC e 0 SGRC pode também ser evidenciada com
relagdo a grelina acetilada. A acetilagdo da grelina no residuo 3 da serina
é essencial para sua atividade, e sua ligacdo ao receptor secretagogo do
horménio do crescimento (GHS-R) libera GH in vivo e in vitro (29).
Estes dois subgrupos (SGCC e SGRC) que ndo experimentaram
qualquer diminuicdo numérica importante na curva de progressdo do
peso ao longo do estudo, provavelmente ndo sofreram privagédo
expressiva da ingestdo alimentar, o que ja se demonstrou estar associado
ao aumento dos niveis de grelina (43). Além disso, existem trabalhos
disponiveis na literatura que associaram 0 aumento da resisténcia a
insulina, e ndo o indice de massa corporal (IMC) per se, a diminui¢do
dos niveis de grelina. Assim, no caso de aumento da resisténcia a
insulina, os valores de grelina em jejum estariam mais baixos, quando os
niveis de insulina estivessem mais altos (48-49). Extrapolando esta
conclusdo para os trabalhos que utilizaram a dieta de cafeteria, o
resultado mais provavel seria um aumento da resisténcia a insulina, com
diminuicao dos niveis de grelina. E importante salientar que, no trabalho
em questdo, ndo foram encontradas evidéncias significativas de aumento
da resisténcia a insulina com a dieta de cafeteria durante trinta e cinco
dias, o que pode ser observado pela auséncia de diferenca estatistica
guando foram avaliados os niveis séricos de glicemia, insulina e o
HOMA-IR. Talvez esta auséncia de diferenca esteja relacionada, como
ja foi aventado, a fatores relacionados a amostra estudada, que incluiu
animais jovens. Mesmo que tenha havido um incremento da resisténcia
a insulina, o que pode ser inferido pela curva de variagdo de peso dos
animais do SGCC submetido a dieta de cafeteria, talvez ela ndo tenha se
manifestado de forma intensa, o que poderia ter impedido uma inibic&o
expressiva dos niveis de grelina. E importante recordar que um trabalho
com 15 dias de dieta de cafeteria evidenciou um aumento significativo
na adiposidade em ratos Wistar, e esta adiposidade aumentada estava
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mais relacionada a obesidade visceral do que aos depositos subcutaneos
de gordura (63).

O aumento do tecido adiposo visceral é o meio pelo qual a obesidade
leva a resisténcia a insulina e a sindrome metabodlica (115). Outro
aspecto a ser enfatizado é que existem outros meios para avaliar a
resisténcia a insulina. A quantificacdo da producado hepatica de glicose, a
mensuracdo do conteddo hepéatico de triglicerideos e o0s niveis
circulantes de &cidos graxos livres sdo métodos importantes na
determinacdo da presenca e intensidade da resisténcia a insulina, que
ndo foram utilizados no trabalho aqui discutido (116-117). A técnica do
clamp euglicémico hiperinsulinémico, que também ndo foi utilizada no
trabalho em questdo, fornece a mais pura e reprodutivel informacao
sobre a a¢do tecidual da insulina, em que as duas variaveis (glicose e
insulina) podem ser manipuladas independentemente (118-119). Esta
técnica permite examinar as contribuicfes individuais do figado e
tecidos periféricos na metabolizacdo da glicose induzida pela insulina.
Além disso, pode ser combinados com outras técnicas, como
calorimetria indireta, estudos com radioisotopos etc., para examinar uma
infinidade de aspectos relacionados a homeostasia da glicose (118).
Mesmo considerando o aumento de peso induzido pela dieta de cafeteria
rica em lipideos, existem outros aspectos que devem ser enfatizados. A
interacdo da dieta com a concentragdo de grelina depende dos
macronutrientes que a compdem, e ja foi demonstrado que os lipideos
suprimem fracamente as concentragdes pds-prandiais do horménio (45).
Um trabalho disponivel na literatura demonstrou que a expressdo do
RNAmM da grelina no estbmago em jejum, no caso de ratos sob uma dieta
com alto teor de lipideos (45% do total calérico) por duas semanas,
estaria aumentado quando comparada a uma dieta standard (71). Outro
estudo experimental com ratos evidenciou que a enzima O-acetil
transferase (GOAT), fundamental para a acetilagdo da grelina, é
regulada pela disponibilidade de nutrientes. Este modelo propGe que o
sistema GOAT-grelina funcionaria como um sensor de lipideos, que na
presenca de acidos graxos de cadeia média, sinalizaria ao cérebro que
alimentos de alto valor cal6rico estariam disponiveis (39). Desta forma,
€ necessario considerar que, mesmo que tenha havido aumento do tecido
adiposo visceral provocado pela dieta de cafeteria, e possivelmente um
aumento da resisténcia a acdo da insulina, deve-se dar uma atencéo
especial & composicdo deste modelo de dieta, que pode interferir nos
resultados encontrados.
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12. APIOGLITAZONA, A GRELINA TOTAL E ACETILADA

Foram encontrados maiores niveis de grelina total no SGC, que
recebeu dieta de cafeteria, racdo e pioglitazona, quando comparado ao
SGR, que recebeu dieta balanceada para a espécie e pioglitazona, sendo
esta diferenca significativa do ponto de vista estatistico (p=0.006). Aqui
a grelina total, que inclui a forma acetilada e ndo acetilada, parece ter
sofrido um aumento em razdo dos niveis mais altos da primeira
isoforma, reforcando assim os achados com relacdo a dosagem da
grelina acetilada. Confrontando o SGC aos SGCC e SGR, se observou
um aumento significativo (P=0,047 e 0,009) nas médias de grelina
acetilada de jejum no primeiro subgrupo que recebeu dieta de cafeteria,
racdo e pioglitazona. A presenca de niveis mais altos de grelina acetilada
no SGC, quando relacionado aos SGCC e SGR, poderia ser explicada
pela estabilizacdo do peso no primeiro grupo ap6s uma curva ascendente
de ganho ponderal, dado este ndo significativo do ponto de vista
estatistico. Este comportamento do peso poderia estar relacionado a uma
privagdo alimentar espontanea, associada as particularidades da dieta de
cafeteria rica em lipideos e ao aparecimento de diarreia apo6s a
intervencdo com pioglitazona, fenbmenos estes ja descritos no tdpico
que aborda a interagdo da pioglitazona com o peso corporal. Como ja
descrito anteriormente, a dieta de cafeteria ja foi associada a hipofagia
por diversos mecanismos, como o retardo do esvaziamento gastrico
(65), o aumento da oxidacdo de lipideos (65-66) e o aumento da
secrecdo de colecistocinina pelo pancreas (111), e a pioglitazona esta
relacionada ao aparecimento de nauseas e diarreia como efeitos adversos
(92). Conforme j& demonstrado na literatura, a privacdo alimentar esta
relacionada ao aumento dos niveis plasmaticos de grelina (43). Esta
estabilizacdo das médias de peso, inclusive com diminuicdo numérica do
peso em alguns animais, ndo aconteceu com o SGCC, que continuou em
curva ascendente de ganho ponderal. Conforme ja comentado, a
comparacdo das médias de peso dos animais na semana 3 com relacdo a
semana 5, demonstrou um ganho de peso com tendéncia a significancia
estatistica (P=0,073) apenas no SGCC. Quanto ao SGR, a curva de
variagdo de peso mostra um incremento ponderal mais harménico, em
que os valores ndo sofreram variacGes abruptas. Assim, o impacto
maior, que levou ao aumento expressivo dos niveis de grelina total e
acetilada no SGC, foi a mudanga de comportamento na curva de peso,
marcadamente ascendente no inicio, com uma tendéncia a estabilizacdo
apo6s a administracdo de pioglitazona. Este fato ndo foi observado em
nenhum dos outros grupos, e parece ter sobrepujado outros aspectos
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relacionados a variacdo dos titulos séricos de grelina, como a
composicdo da dieta de cafeteria e os efeitos terapéuticos da
pioglitazona. De qualquer forma, ndo parece que a administragdo de
pioglitazona por 14 dias tenha conseguido, através da diminuicdo da
resisténcia a insulina, reduzir os valores plasmaticos da grelina acetilada
em jejum. Quando comparamos 0 SGR ao SGRC, portanto, sem a
interferéncia da dieta rica em gorduras e seus acidos graxos de cadeia
média, onde sé o primeiro subgrupo recebeu pioglitazona, observamos
niveis plasmaticos médios de grelina mais altos no segundo subgrupo
que recebeu salina, porém sem qualquer significancia estatistica.
Ensaios clinicos disponiveis na literatura demonstraram que a
administragdo de pioglitazona a pacientes diabéticos, por periodos
curtos ou longos, ndo resultaram diretamente em variacdo dos niveis
plasméticos de grelina acetilada ou total (81, 120).

13. LIMITAGOES DO ESTUDO

E de grande importancia que algumas limitacdes do estudo sejam
discutidas.

Conforme ja aventado anteriormente, o periodo de exposicdo a
dieta de cafeteria ou racdo pode ter sido insuficiente para levar a
achados laboratoriais associados & resisténcia insulinica. No entanto, o
objetivo do presente estudo foi determinar o impacto da dieta de
cafeteria administrada por um periodo curto de tempo. Os resultados
relacionados a administragdo da dieta de cafeteria por periodos curtos ou
longos sdo igualmente importantes para o0 entendimento da
fisiopatologia da obesidade e das comorbidades a ela relacionadas.

Nao se fez uma estimativa do volume dos alimentos ingeridos nos
diferentes grupos. Este dado ajudaria a definir melhor o comportamento
alimentar dos animais, e a influéncia das caracteristicas da dieta e da
intervencgdo no aporte calérico. Como todo alimento foi administrado ad
libitum, podemos considerar que a magnitude do aporte alimentar foi
determinada pela interagdo entre a fisiologia normal dos animais, a
natureza da dieta e a intervengdo realizada, o que de certa forma
padroniza o experimento que utiliza animais de mesma idade e género.

A gordura corporal ndo foi mensurada, o que limitou a
caracterizacdo da expansdo do tecido adiposo visceral e impossibilitou a
avaliacdo da proporcéao entre a adiponectina e o tecido adiposo branco.
Porém, outros trabalhos disponiveis na literatura ja validaram a dieta de
cafeteria como modelo indutor de expansdo do tecido adiposo, em
especial do tecido adiposo visceral (63-64).
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Outros meios para a caracterizagdo da resisténcia a insulina
teriam sido Uteis para reforcar a sua presenca ou auséncia nos grupos
estudados. No trabalho aqui discutido foram utilizados varios
pardmetros para mensurar a resisténcia a insulina, e a auséncia de
resultados que confirmem sua presenca ja € um indicativo de que sua
intensidade foi modesta. Como descrito anteriormente, o clamp
euglicémico hiperinsulinémico, que ndo foi utilizado no presente estudo,
fornece a mais pura e reprodutivel informacdo sobre a acdo tecidual da
insulina (118-119). Contudo, 0 HOMA-IR, aplicado no estudo em
questdo, é considerado atualmente um indice simples e confidvel na
mensuragdo do grau de resisténcia a insulina, fortemente relacionado ao
clamp euglicémico hiperinsulinémico, que nos ratos é de dificil
execugdo em razdo do pequeno calibre dos vasos e da baixa volemia
(101).
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VI. CONCLUSOES E IMPLICACOES

A dieta de cafeteria por um periodo curto de tempo foi capaz de
levar a uma média final de peso maior nos animais a ela
submetidos, quando comparados aqueles que receberam
somente alimentagcdo balanceada (racdo). A auséncia de
diferenca no peso do subgrupo de animais submetido a dieta de
cafeteria e pioglitazona parece ter ocorrido em razdo de efeitos
secundarios a administracdo da droga, como a diarreia e
possivelmente nuseas.

A dieta de cafeteria por 35 dias ndo foi capaz de levar a
alteracdes em parametros associados a resisténcia a insulina,
como glicemia, niveis séricos de insulina e valores de HOMA-
IR.

A dieta de cafeteria ndo influenciou diretamente os niveis de
grelina total e acetilada nos animais a ela submetidos. Isso
ocorreu provavelmente porque a dieta de cafeteria, no presente
estudo, ndo causou um aumento expressivo da resisténcia a
insulina, fendbmeno este ja relacionado em outros estudos aos
niveis de grelina. De forma semelhante, ndo foi observada
influéncia da dieta de cafeteria nos niveis séricos de
adiponectina. Apesar da auséncia de diferenca estatistica, se for
levada em consideracéo a provavel expansao do tecido adiposo
branco, ocorrida nos animais que receberam a dieta de cafeteria,
¢ possivel que os niveis de adiponectina estejam
proporcionalmente mais baixos no grupo alimentado com a
dieta hipercalorica.

A pioglitazona foi capaz de levar a um aumento dos niveis
séricos médios de adiponectina nos subgrupos de animais onde
a droga foi administrada. Este efeito ocorreu tanto nos ratos
alimentados com dieta balanceada quanto nos submetidos a
dieta de cafeteria. O grupo que recebeu dieta de cafeteria e
pioglitazona teve um aumento apenas numérico dos niveis de
adiponectina. A causa proposta para explicar esse achado
seriam os altos titulos de grelina detectados neste subgrupo, que
poderiam levar & inibicdo da expressdo do gene da
adiponectina, conforme ja demonstrado na literatura. Os ratos
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tratados com pioglitazona e submetidos a dieta de cafeteria e
racdo apresentaram maiores médias de grelina total e acetilada.
E mais provavel que este achado esteja relacionado a eventos
adversos associados a medicacdo do que a um efeito
farmacoldgico direto. Apo6s a introducdo da droga, os ratos
submetidos a dieta de cafeteria apresentaram diarreia €
possivelmente nduseas, 0 que provavelmente causou uma
privacdo  alimentar  espontdnea, e consequentemente
estabilizacdo na curva de ganho ponderal. O aumento dos niveis
de grelina, um horménio sabidamente orexigeno, pode na
verdade refletir a diminuicdo transitéria no aporte nutricional
dos animais tratados com a pioglitazona.

O modelo da dieta de cafeteria, através do ganho de peso
expressivo nos animais estudados, é valido no estudo indireto
do efeito da dieta humana na obesidade e suas consequéncias. A
administracdo da dieta de cafeteria por trinta e cinco dias
caracteriza uma fotografia das fases iniciais de instalacdo da
obesidade propriamente dita. A pioglitazona realmente
demonstrou de forma rapida a capacidade de incrementar os
niveis de adiponectina, horménio cujos niveis reduzidos estdo
relacionados ao aumento da resisténcia a acdo da insulina, e ao
aparecimento do diabetes mellitus e das complicacGes
cardiovasculares. Quanto aos detalhes da interagdo entre a
grelina e adiponectina, outros estudos se fazem necessarios para
elucidar melhor a relagdo destes dois hormdnios relacionados
ao balanco energético celular.
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ANEXO A — Protocolo aprovado pela CEUA/UFSC

Resultado de Solicitagdo de Protocolo
Protocolo
PP00552
Titulo
ESTUDO DO IMPACTO DA RESISTENCIA A INSULINA SOBRE 0S
NIVEIS CIRCULANTES DE GLICOSE, INSULINA, GRELINA E
ADIPONECTINA EM RATOS
Data de Entrada
28/10/2010
Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
03/12/2010
Consideracdes
Oficio n° 249/CEUA/PRPE/2010
Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Armando José D'Acampora, Departamento de Clinica
Cirargica — CCs
Prezado(a) Professor(a),
Em relacédo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:
- APROVADO, por dois ano(s), para a utilizacdo de vinte e quatro ratos (Rattus
Norvegicus).
- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.
- Processo cadastrado sob o nimero: 23080.040933/2010-72
Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO
RELATORIO detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido
aos resultados obtidos, conforme formulario ON LINE CEUA.
Atenciosamente,
Relatdrio Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentagdo de um novo protocolo)
Data 10/03/2013
Data 10/12/2010
Parecer(es):

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE



89



