ESTEATOSE HEPATICA EM RATOS COM OBESIDADE INDUZIDA

revistaeletronicafunvic.org

HEPATIC STEATOSIS IN RATS WITH INDUCED OBESITY

Raquel de Carvalho Marcianol*, Guilherme Muniz Pereira Chaves Uriasz, Claudemir de
Carvalho®

! Graduanda do Curso de Farmdcia, FUNVIC/Faculdade de Pindamonhangaba, Pindamonhangaba, SP.
? Doutor em Educagdo para a Ciéncia.
3Professor Doutor, Curso de Farmdcia, FUNVIC/Faculdade de Pindamonhangaba, Pindamonhangaba, SP.

*Correspondéncia: prof.claudemircarvalho.pinda@funvic.edu.br

RECEBIMENTO: 14/12/17 - ACEITE: 18/12/17

Resumo

A esteatose hepdtica é uma doenca metabdlica resultante da alteragdo da sintese de triglicérides a partir de acidos
graxos. Caracteriza-se pelo actimulo de micro e macro vesiculas de lipideos no citoplasma das células hepdticas, numa
graduagdo que varia de insignificante a severa. Neste experimento foi induzida a obesidade em 15 ratos Wistar por meio
da ingestdao de uma dieta hipercaldrica, durante nove semanas. Esses animais foram mantidos no biotério da institui¢io,
em ambiente com temperatura e ciclo de luz controlados. O grupo controle (n=10) foi mantido em mesmas condicdes,
porém com ingestdo de racdo normocaldrica. O consumo de racdo, dgua e o peso dos animais foram mensurados
durante o experimento. Apds esse periodo os animais foram sacrificados por aprofundamento anestésico e foi coletada
amostra do figado de todos os animais para histopatologia. No grupo tratado observou-se esteatose discreta (40%) e
moderada (60%), enquanto no grupo controle observou-se esteatose insignificante em um dos animais apenas. Houve,
portanto significancia estatistica (p<0,0001).
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Abstract

Hepatic steatosis is a metabolic disease resulting from the alteration of the synthesis of triglycerides from fatty acids. It
is characterized by the accumulation of micro and macro vesicles of lipids in the cytoplasm of hepatic cells, ranging
from insignificant to severe. In this experiment obesity was induced in 15 Wistar rats by eating a hypercaloric diet for
nine weeks. These animals were kept in the vivarium of the institution, in an environment with controlled temperature
and light cycle. The control group (n = 10) was maintained under the same conditions, but with normocaloric ration
intake. Feed intake, water and animal weight were measured during the experiment. After this period the animals were
sacrificed by anesthetic deepening and a liver sample of all the animals was collected for histopathology. In the treated
group, mild (40%) and moderate (60%) steatosis was observed, while in the control group insignificant steatosis was
observed in one animal only. There was, therefore, statistical significance (p <0.0001).
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Introducao

A esteatose hepdtica (EH) consiste no
acimulo de lipidios histologicamente visivel no
citoplasma dos hepatdcitos, que atinge 5% a 40% do
peso do 6rgdo. E a alteracio metabGlica hepitica
mais frequente e resulta no desequilibrio entre a
sintese de triacilglicerdis (TAG) a partir de acidos
graxos, e a baixa secrecdo destes pelo hepatdcito na
forma de lipoproteinas. Inicialmente, os TAG
acumulam-se nos hepatdcitos por uma ou mais das
seguintes vias: aumento da quantidade de dacidos
graxos livres circulantes; reducdo da B-oxidagao, ou
diminuicdo da sintese ou da secrecdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), que
¢ a principal responsavel pela secre¢do de TAG pelo
figado.'

As alteragdes morfoldgicas hepaticas
relacionadas a EH podem ser de origem alcodlica
(ou ter etiologias diversas. A partir da década de
1980, as alteracdes de etiologias ndo alcodlicas
passaram a ser denominadas Doenga Hepdtica
Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA). Apesar de ter
sido apontada hd muito tempo como condi¢do
benigna, 15% a 40% dos casos de EH pode
progredir para esteato-hepatite nao alcodlica
(EHNA) apresentando inflamacdo, balonizacio e
fibrose perissinusoidal e/ou portal, e formas mais
graves e terminais de doengas hepdticas, tais como
cirrose (20% dos casos) e carcinoma hepatocelula:r.2

A real prevaléncia da EH ¢é ainda
desconhecida, mas sabe-se que ela atinge adultos e
criangas e estd emergindo como a condicio hepética
mais comum no mundo ocidental.’ Estima-se que
20% a 30% dos adultos e até 75% dos pacientes com
diabetes mellitos e obesidade, em paises ocidentais,
possam ter EH.*’ Estudos recentes descobriram que
a DHGNA também estd associado a disfuncdo
pancredtica significativa de células f em individuos
obesos nio-diabéticos.*’

Sob o ponto de vista nutricional, a EH
desperta grande interesse por sua forte correlacio
com a obesidade, as dislipidemias e o diabetes
mellitos tipo 2, cujo principal elemento é a
resisténcia 2 insulina.*’

A obesidade pode ser encarada como um
grave dilema de sadde publica no Brasil e em muitos
paises do mundo e estd associada com doencas
cardiovasculares, metabdlicas e neurais, como
hipertensdo arterial, trombose e acidente vascular
cerebral. A obesidade decorre de vdrias condic¢des

genéticas e ambientais, incluindo  habitos
alimentares incorretos e auséncia de atividade
fisica.

Ligada a vérias condicoes de riscos

metabdlicos, tais como resisténcia a insulina, niveis
plasmaticos elevados de Triglicérides (TG) e baixos
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niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL), a
obesidade estd vinculada a uma reducdo da
esperanca de vida em paises desenvolvidos e em
crescimento."®

Dada a crescente importancia da DHGNA e
tendo em vista os habitos alimentares da populagdo
ocidental com base em uma dieta rica em
carboidratos de absorcdo rdpida, especialmente os
habitos do paciente obeso, o objetivo do presente
estudo foi oferecer dieta hipercalérica, com alto teor
de carboidratos, para um grupo de ratos e investigar
a presenca de esteatose hepdtica nos ratos obesos.

Método

Foram utilizados 25 Ratos Wistar (grupos de
5 animais) com seis meses de vida e peso médio de
340 g. Os animais foram alojados individualmente
em gaiolas de polipropileno, em ambiente com
temperatura de 24 °C + 2 °C ® com ciclo de 12
horas de escuro. O modelo experimental utilizado

foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da FUNVIC /
Faculdade de  Pindamonhangaba,  protocolo
023/2012.

Os animais foram separados em grupo
controle (GC, n=10), que recebeu alimentacdo
normocaldrica composta por ra¢do comercial para
ratos (Nuvilab® CR1), e grupo experimental (GE,
n=15), alimentado com dieta hipercalérica
constituida por 450 g de ragcdo Nuvilab CR1, 150 g
de bolacha de amido de milho, 300 g de amendoim
com casca e 300 g de chocolate ao leite
hidrogenado. "

A alimentacdo e a dgua foram fornecidas a
vontade diariamente, durante nove semanas. A
ingestdo de alimentos e de dgua foi mensurada
diariamente, no inicio da manha, subtraindo a sobra
do volume oferecido na manha anterior. O peso
corporal foi monitorado semanalmente, durante o
periodo experimental. Todos os animais tiveram
massa corporal registrada no final do experimento
por meio de balanca semi analitica (Marte
Balance®). Foram considerados obesos os animais
do grupo GE que apresentaram ganho de peso 15%
superior ao do grupo controle, o que ocorreu na
terceira semana.'' Os dados foram tabulados e
expressos como média + erro padrio da média e
foram analisados utilizando o teste t de Student com
nivel critico fixado em 5% (p <0,05).
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Eutanasia, necropsia e coleta de amostras

Apés o tratamento os animais foram
submetidos a eutandsia por processo indolor (0,2
mL/100 g de peso vivo de uma solucdo 1:1 de
cloridrato de xilasina 2% e cloridrato de quetamina
10%) para coleta do 6rgdo alvo. O 6bito foi induzido
por aprofundamento anestésico. A necropsia foi
realizada por incisdo na linha branca e abertura de
abdomen e do térax.

Histologia

Ap6s inspecdo macroscépica, fragmentos do
figado de cada animal foram coletados e fixados em
solugao de formaldeido a 10% tamponada, para
preparo de cortes histolégicos conforme rotina
histotécnica. Para microscopia foram realizados
cortes histopatolégicos de 5 um que foram fixados
em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina
(HE) de maneira convencional. Os cortes foram
analisados em microscopio Optico binocular.
Investigou-se a presenca de micro e macro vesiculas
de lipidios nos hepatdcitos.

A classificagdo quanto ao teor de lipideos
hepéticos foi expressa em cruzes (0 a 3+), obtida
pela predominincia referente a seis campos

microscopicos aleatdrios de cada animal dos grupos
GE e GC (Almeida et al."” modificado),
considerando-se:  0+: auséncia ou presenga
insignificante de gotas lipidicas no citoplasma
hepdtico; 1+: presenga de gotas lipidicas no
citoplasma hepdtico de intensidade leve (menos de
25% do campo analisado); 2+: presenca de gotas
lipidicas no citoplasma hepdtico de intensidade
moderada (25 a 50% do campo analisado); 3+:
presenca de gotas lipidicas no citoplasma hepético
de intensidade alta (mais de 50% do campo
analisado).'” Para anélise dos dados foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para grupos independentes,
com nivel de significancia de 5%.

Resultados

A ingestdo didria de 4gua e de ragdo foi
semelhante entre animais do mesmo grupo, porém,
houve diferenca significativa (p< 0,05) quando
comparados animais tratados com animais controles,
sendo maior a ingestdo pelos animais tratados com a
racdo hipercaldrica (Tabela 1). Da mesma forma,
houve significincia estatistica (p< 0,05) quando se
comparou peso inicial e peso final dos animais do
grupo experimental e quando se comparou GE com
GC (Tabela 1).

Tabela 1- Média e desvio padriao do consumo de ragdo (g) e dgua (mL) e
do Peso (g) de ratos Wistar tratados com racao hipercaldrica

(GE) e seus controles

C E
Consumo de 125,65+ 8,04 200,36+ 22,33*
racao
Consumo de 109,48+ 15,56 146,29+ 12,52*
dgua
Peso 417,77+ 9,35 496,70+ 40,27*

*P < 0,05 quando se comparou E com C.

Nio foram  observadas alteragdes
macroscopicas no figado de nenhum dos animais.

Quanto a microscopia hepdtica, foi
observada esteatose insignificante em um animal
do grupo-controle (10%) (predominincia de
hepatdcitos com nicleo de aparéncia e localizagdo
normais), contra 40% de esteatose discreta e 60%
moderada no grupo experimental (hepatdcitos
com tamanho aumentado pela presenca de
goticulas de gordura no citoplasma), mostrando
que houve diferenca significativa (p<0,0001) entre

Rev Cién Satdde

21

os grupos GE e GC quanto a presenca de esteatose
hepética (Figura 1). Nao foi observada esteatose
acentuada ou intensa em nenhum animal obeso.
Foram observados indicios da formacdo de
ateromas na parede de vasos sanguineos (Figura
1B) de quatro animais do grupo experimental
(26,66%). Foi observado também infiltrado
inflamatério em pequena intensidade, em cinco
(33,33%) animais do grupo experimental (dados
ndo mostrados).
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Discussao

Estudos em animais ajudam a entender os
mecanismos fisiopatogénicos e terapéuticos de
DHGNA. Virios modelos de animais estdo
atualmente disponiveis para o estudo desta condi¢ao
e de EH, embora nenhum deles possa reproduzir
completamente 0s componentes essenciais da
doenca no ser humano."”"”

A esteatose hepitica emerge como a
condicdo hepdtica mais comum no mundo ocidental,
atingindo criancas e adultos portadores de DHGNA.?
No entanto, nos tltimos 20 anos, também nos paises
asidticos a prevaléncia de DHGNA cresceu
rapidamente e demonstrou ser uma tendéncia para
geracdes mais jovens, provavelmenteem fungdo da
mudanca de habitos alimentares, com a introducio
das fast foods."®

A gordura se acumula nos hepatdcitos
quando a quantidade de dcidos graxos que entra no
figado (4cidos graxos ndo esterificados absorvidos
pelo plasma e dcidos graxos sintetizados de novo
nos hepatdcitos) € maior que a quantidade de 4cidos
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Figura 1- Parénquima hepético de ratos Wistar
alimentados com ragdo normal (A) e
hipercaldrica (B, C) indicando a presenca de
lipideos. Colorag¢ao (HE), aumento 10 X.

A- 0+: auséncia ou insignificincia de gotas
lipidicas no citoplasma hepatico (controle);
B- 1+: presenca de gotas lipidicas
citoplasma hepatico de intensidade leve;
*presenca de goticulas de lipideos na parede
de vasos hepaticos

C- 2+: presenca de gotas lipidicas no
citoplasma hepético de intensidade moderada

no

gordurosos que sai (oxidagdo de 4cidos graxos e
secrecio de dcido graxo ligada a triglicerideos).'” No
presente estudo, a dieta hipercaldrica administrada
por nove semanas induziu EH, conforme revelado
pelos vacuolos lipidicos detectados por andlise
histolégica em todos os animais tratados. Achados
similares sdo descritos por outros pesquisadores.'®*
No entanto, o tempo de 9 semanas de ingestdo de
tratamento  ndo  foi  suficiente  para o
desenvolvimento de esteatose hepatica intensa (3+).

A esteatose hepdtica € caracterizada por um
actimulo de particulas de lipideos, fazendo com que
o figado apresente um peso 5% maior que o valor de
referéncia, sendo essa caracteristica uma resultante
direta do tipo de fonte lipidica utilizada.”’ Neste
estudo, ndo se observou alteragdo da macroscopia do
60rgdo com aparente manutencdo da sua massa,
embora ndo se tenha procedido a pesagem do figado
dos animais.

Almeida et al.'* descreveu presenca de
goticulas lipidicas na parede das corondrias e vasos
hepédticos de animais com obesidade induzida por
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diferentes métodos, o que também foi observado no
figado dos animais deste experimento. Isso demostra
a necessidade de outros estudos para verificar se
foram oriundas da prépria sintese vascular e se
conduzirdo a processos patolégicos.

Outro achado histol6égico, embora sem
significancia neste experimento, foram os infiltrados
inflamatérios. E de conhecimento que a obesidade é
uma doenca sistémica que resulta em um processo
inflamatério intenso,”>* sugerindo que, se a
ingestdo da racdo hipercaldrica fosse mantida por
periodo de tempo mais longo, esses infiltrados no
figado dos animais experimentais poderiam

significar um agravamento da doenga com uma
provével evolugdo para uma esteatohepatite.”**

Conclusao

O modelo adotado mostrou-se eficaz para
indu¢do de obesidade em ratos adultos, como
também para a indugdo de esteatose de intensidade
leve e intensidade moderada, confirmando a relagdo
entre obesidade e a Doenca Hepatica Gordurosa Nao
Alcodlica. O tempo de consumo da racdo
hipercalérica ndo foi suficiente para indugdo de
esteatose severa.
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