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RESUMO

A combinação de diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) e dieta com alto teor de gordura (HFC) em ratos, 
pode causar disfunção hepática. O diabetes mellitus experimental foi induzido por injeção de STZ (40 mg/kg), 
ratos Wistar machos controles (C) e STZ receberam dieta HFC (30% de gordura) ou dieta padrão (comercial) 
(SC) (6% de gordura) durante um mês. Foram avaliados parâmetros biométricos, bioquímicos e estereológicos. 
Os animais STZ apresentaram hiperglicemia. A massa corporal (BM) e a razão massa gorda/BM foram maiores 
no grupo C-HFC, a massa hepática/BM foi maior no grupo STZ-HFC. Os animais STZ apresentaram níveis mais 
elevados das enzimas hepáticas do que os seus controles, o grupo STZ-HFC apresentou níveis significativamente 
elevados de lipídios plasmáticos. A densidade do volume da esteatose hepática aumentou acentuadamente nos 
grupos C-HFC e STZ-HFC. A binucleação de hepatócitos foi menor em STZ-HFC do que no grupo C-HFC. Em 
conclusão, a HFC  leva a esteatose macro e microvesicular grave no fígado dos ratos C e STZ, mas a combinação 
de STZ e HFC aumenta tanto a relação massa hepática/BM quanto a esteatose hepática, mas não a relação da 
massa de gordura/BM, indicando que a administração STZ mais HFC possui propriedades importantes que levam 
ao fígado gorduroso.
Palavras-Chave: Estreptozotocina, Esteatose e Dieta com alto teor de gordura.

ABSTRACT

Combination of high-fat chow (HFC) and streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats may cause liver dysfunction. 
Experimental diabetes mellitus was induced by STZ injection (40 mg/kg), then Control (C) and STZ male Wistar 
rats received HFC (30% fat) or standard chow (SC)(6% fat) during one month. Biometrical, biochemical and 
stereological parameters were evaluated. STZ animals showed hyperglycemia. Body mass (BM) and fat mass/BM 
ratio were higher in C-HFC group, liver mass/BM was higher in STZ-HFC group. The STZ animals showed higher 
levels of liver enzymes than their counterparts, STZ-HFC group had significantly elevated levels of plasma lipids. 
The volume density of liver steatosis was markedly increased in both the C-HFC and STZ-HFC groups. The hepa-
tocyte binucleation was smaller in STZ-HFC than C-HFC group. In conclusion, the HFC leads to severe macro and 
microvesicluar steatosis in the liver in both C and STZ rats, but the combination of STZ and HFC enhances both 
the liver mass-BM ratio and the liver steatosis, but not the fat mass-BM ratio, indicating that STZ administration 
plus HFC have additive properties leading to fat liver. 
Keywords: Streptozotocin, Steatosis e High-fat chow.
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INTRODUÇÃO

Esse trabalho visa o estudo do diabetes, uma síndrome metabólica de origem múltipla induzida por estreptozoto-
cina, (STZ) uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para produzir o diabetes junto com uma dieta com alto 
teor de gordura (HFC) em ratos, podendo causar disfunção hepática. A metodologia utilizada para elaboração 
experimental para o diabetes mellitus foi induzido por injeção de STZ (40 mg/kg), ratos Wistar machos controles 
(C) e STZ receberam dieta HFC (30% de gordura) ou dieta padrão (comercial) (SC) (6% de gordura) durante um 
mês, o objetivo principal é verificar alterações hepáticas nos ratos submetidos a dieta HFC e com diabetes induzida 
por STZ, os objetivos são avaliar alterações biométricas, bioquímicas e verificar alterações estruturais hepáticas 
utilizando assim as técnicas rotineiras para uma possível avaliação dos seguintes tópicos: parâmetros biométricos, 
bioquímicos e estereológicos. Esse trabalho é de suma importância devido ao aumento da ingesta de alimentação 
fastfood, que é composta basicamente por uma taxa aumentada de níveis de gordura, além do aumento crescente 
da incidência de diabetes na população em geral.

FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA

O desenvolvimento de hiperglicemia em ratos submetidos à injeção de estreptozotocina (STZ) deve-se principal-
mente à destruição direta das células beta pancreáticas (Rerup, 1970). A STZ tem sido utilizada para induzir o dia-
betes mellitus insulino-dependente e não dependente de insulina, dependendo do intervalo da dose administrada 
e do período de vida considerado (Szkudelski, 2001). Além disso, roedores alimentados com dietas possuindo alto 
teor de gordura desenvolvem sobrepeso, hiperinsulinemia e resistência à insulina e não apresentam hiperglicemia 
ou diabetes (Storlien, Higgins et al., 2000). Uma vez que tanto a dieta rica em gordura quanto a deficiência de 
insulina estão intimamente ligadas à etiologia da DM2, a combinação de dieta com alto teor de gordura e trata-
mento com baixa dose de STZ é um modelo animal alternativo para diabetes mellitus tipo 2 (DM2), simulando a 
síndrome metabólica em humanos (Reed, Meszaros et al., 2000).

A crescente prevalência de obesidade e DM2 na população estão associadas ao aumento do número de indivíduos 
com fígado gorduroso. A obesidade causa sobrecarga de ácidos graxos livres para o fígado e o DM2 inibe a oxi-
dação hepática de ácidos graxos livres e de taxas excessivas de lipólise do tecido adiposo (DeFronzo e Ferrannini, 
1991; Marceau, Biron et al., 1999; Bugianesi, Zannoni et al., 2004; Gastaldelli A 2007; Korenblat, Fabbrini et al. 
2008; Kotronen A 2008). Os aumentos simultâneos na lipogênese hepática e a inibição da oxidação de ácidos 
graxos resultam em acumulação grave de gordura no fígado. E são fundamentais no desenvolvimento de lipotoxi-
cidade e esteatohepatite na obesidade e DM2 (Koteish e Diehl 2001, Bugianesi, Marzocchi et al., 2004, Belfort, 
Harrison et al. 2006; Gastaldelli A 2007; Cusi 2009).

De fato, a obesidade, o DM2 e a dislipidemia são riscos adicionais e coexistem freqüentemente com doença 
hepática gordurosa não alcoólica (Koteish e Diehl 2001; Chitturi, Abeygunasekera et al., 2002; den Boer, Voshol 
et al., 2004). No diabetes mellitus descompensado, a infiltração gordurosa é suficientemente grave para causar 
palidez visível (aparência gordurosa) e aumento do fígado com possível disfunção hepática (Kusunoki, Tsutsumi 
et al., 2004).

Apesar de ser freqüentemente associada a uma ampla gama de distúrbios metabólicos, a ingestão de gordura 
na dieta é de primordial importância quando se trata de acúmulo de gordura nos hepatócitos (Aguila, Pinheiro 
et al., 2003). Por exemplo, a dieta com alto teor de gordura administrada em mães no período da gestação e na 
prole após o desmame, gerou aumento da pressão arterial (PA) com conseqüente hipertrofia cardíaca, alterando 
o metabolismo de carboidratos, além de aumento das concentrações plasmáticas de corticosterona e a alteração 
da leptina/massa gorda/padrão de tamanho de adipócitos (Parente, Aguila et al., 2008).
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Neste contexto, não só a gordura dietética excessiva aumenta a entrada de ácidos graxos hepáticos, como tam-
bém diminui sua produção de forma indireta, agravando a hiperinsulinemia e prejudicando a oxidação dos ácidos 
graxos mitocondriais (Browning e Horton, 2004). Conseqüentemente, estudos em animais direcionados aos efei-
tos da ingestão de gordura sobre a estrutura hepática podem fornecer novos conhecimentos sobre a patogênese 
do diabetes mellitus, que tem sido considerado uma grande preocupação para a saúde pública em todo o mundo. 
Assim, este estudo teve como objetivo analisar as alterações hepáticas metabólicas e estruturais decorrentes da 
associação entre a dieta com alto teor de gordura e ratos diabéticos induzidos por STZ.

Animais, indução do diabetes e dieta

Os ratos machos Wistar de dois meses de idade foram obtidos de colônias mantidas na Universidade Estadual do 
Rio de Janeiro e alojados em uma sala com temperatura controlada (21 ± 1 ° C) e umidade (60 ± 10%) e com 12 
h de Ciclo de claro/ escuro de 12 h (luzes artificiais, de 7 a 19 horas) e ciclo de substituição do ar de 15 min/h. 
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes convencionais para experimentação com 
animais (publicação NIH nº 85-23, revisada em 1996). Vale ressaltar que o Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da Universidade Estadual do Rio de Janeiro aprovou os procedimentos experimentais utilizados no estudo.

O diabetes mellitus experimental foi induzido em dois grupos de ratos por uma única injeção de estreptozotocina 
(STZ, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA, i.p. 40 mg/kg dissolvido em 50 mmol/L de tampão de citrato de 
sódio (pH= 4,5). Os ratos foram submetidos a jejum noturno antes da administração de STZ. O grupo controle 
recebeu quantidade equivalente de tampão de citrato por injeção intraperitonial. Antes da injeção de STZ e 24 
h depois, mediu-se a concentração de glicose no sangue por punção na veia da cauda, após 6 horas de jejum 
(glicosímetro Accu-Chek, Roche, São Paulo, Brasil). Os animais injetados com STZ que apresentaram um nível de 
glicemia em jejum inferior a 11,1 mmol/L foram excluídos dos experimentos.

Após a confirmação do estado diabético, os ratos controle e STZ foram colocados aleatoriamente na dieta com 
alto teor de gordura (HFC, n = 20 ratos) (30g de gordura/100g dieta, dieta de 2.300kJ/100g) ou normal (SC, n = 
20 ratos) (dieta de 6 g de gordura/100 g dieta de 1,800kJ/100g) (Reeves, 1993) durante um mês. A composição 
da dieta é detalhada na Tabela 1. Posteriormente, os grupos foram divididos da seguinte forma (cada grupo n = 
10): (a) STZ alimentado com dieta padrão (grupo STZ-SC), (b) STZ alimentado com dieta com alto teor de gordura 
(STZ- Grupo HFC), (c) Controle alimentado com dieta padrão (grupo C-SC) e (d) controle alimentado com dieta 
com alto teor de gordura (C-HFC). Durante o estudo, todos os grupos tiveram ração da dieta com alto teor de 
gordura ou padrão ad libitum e tinham acesso livre à água.

Table 1. Composição da dieta  experimental. SC: dieta padrão (commercial), HFC: high-fat chow (dieta com alto 
teor de gordura).
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corporal, ingestão alimentar e controle metabólico

A massa corporal (BM) e a glicemia foram medidas semanalmente (desde o dia anterior à administração da STZ 
até o final do experimento). A ingestão de alimentos foi medida (8:00 da manhã) e ração nova foi fornecida diari-
amente, enquanto que a ração restante do dia anterior era descartada. O controle metabólico foi avaliado com 
base na glicemia e no peso animal no final do experimento.

Coleta de sangue e tecidos

No dia anterior ao sacrifício, os animais foram mantidos em gaiolas metabólicas e privados da ração durante a 
noite. No momento do sacrifício, os animais foram anestesiados (i.p. pentobarbital de sódio, 50 mg /kg), o tórax 
foi aberto e as amostras de sangue foram rapidamente obtidas por punção cardíaca. Posteriormente, a injeção 
intracardíaca de KCl (2 mL) promoveu parada cardíaca em diástole.

Os depósitos de gordura (gordura retroperitoneal e massa gorda epididimária) foram completamente removidos 
em ambos os lados do animal e pesados. A quantidade de gordura retroperitoneal inclui o depósito ao redor de 
cada rim e ao longo dos músculos lombares. A quantidade de gordura epididimária incluiu tecido adiposo em 
torno dos ureteres, bexiga e epidídimo.

O sangue foi centrifugado (120 g durante 15 min) e armazenado -80 °C para posterior analise. Os lipídios e 
enzimas hepáticas foram extraídos pelo método enzimático colorimétrico. O colesterol total (TC) foi determinado 
pelo método colesterol esterase/colesterol oxidase/peroxidase e os triglicerídeos (TG) foram medidos utilizando 
o método glicerol fosfato oxidase/peroxidase. As enzimas hepáticas analisadas foram glutamato-oxaloacetate 
transaminase (GOT), glutamato-piruvato transaminase (GPT), gamma-glutamil transpeptidase (GGT) e fosfatase 
alcalina (ALP). Todos os lipídios e enzimas hepáticas foram medidos por um método cinético-colorimétrico de 
acordo com as instruções do fabricante (Bioclin System II, Quibasa, Belo Horizonte, MG).

Estereologia do fígado

O volume do fígado foi medido pelo deslocamento do fluido (solução salina isotônica), o volume do órgão (V) e 
posteriormente pesado (W). À medida que a densidade específica da solução salina isotônica (d) é 1,0048, os re-
spectivos volumes foram obtidos por V [órgão](cm³)=W(g)/d ou simplesmente V(10³ cm³)W(g) (Weibel 1979). 
Assim, o fígado foi cortado em vários fragmentos menores mantidos durante 48 h à temperatura ambiente no 
fixador (formaldeído 1,7 mol/L recentemente preparado em tampão de fosfato 0,1 M, (pH=7,2). Os fragmentos 
aleatórios de todas as porções do órgão foram incluídos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 
EUA), seccionados a 3 e 10 μm, e depois corados com hematoxilina-eosina e Tricromo de Masson. Cinco campos 
microscópicos por animal foram analisados ao acaso. É importante ressaltar que uma análise totalmente cega foi 
realizada. Um sistema de vídeo microscópico (microscópio Leica DMRBE com objetivas planacromáticas, Wetzlar, 
Alemanha) e um sistema-teste composto por 36 pontos (PT) foram utilizados para a análise como descrito (Aguila, 
Pinheiro et al., 2003; Souza-Mello , Mandarim-de-Lacerda et al., 2007). Resumidamente, a densidade do volume 
(Vv) foi estimada por contagem de pontos para hepatócitos e esteatose: Vv [estrutura]:=PP[estrutura]/PT (PP é 
o número de pontos que atingem a estrutura analisada e PT é o total de pontos teste) (Franzen, Ekstedt et al., 
2005).
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O método “dissector” foi utilizado para estimar o número de núcleos de hepatócitos (hn) em uma sonda tridimen-
sional que analisa a estrutura das amostras proporcionalmente ao seu número, independentemente do tamanho 
ou forma (Sterio, 1984). Para simplificar, duas seções paralelas foram usadas para criar um volume de amostragem 
com uma seção de referência superior e uma seção inferior (olhar para baixo do plano), ambos contendo um 
quadro de teste. A densidade numérica (Nv) de hn (número de hn por mm³) foi estimada a partir de 10 pares 
de “dissector” aleatórios para cada animal, sendo definido como Nv [hn]: = Q- [hn]/t.AT, onde Q- representa o 
número de perfis de hn contados no quadro de teste na seção de referência, T é a espessura e AT é a área total 
da armação de teste. O número total de hepatócitos no fígado (N[h] foi estimado como o produto de Nv [hn] 
e o volume de fígado medido anteriormente corrigido pela taxa de binucleação dos hepatócitos (Mandarim-de-
Lacerda 2003).

Análise de dados

Os dados são apresentados como média±erro padrão da média. As diferenças entre os grupos foram testadas com 
One Way ANOVA e pós teste de Tukey. As interações da injeção de STZ e da dieta com alto teor de gordura foram 
testadas com Two Way ANOVA (2x2) (Statistica, Statsoft, Tulsa, OK, EUA). Um valor P de 0,05 foi considerado 
para significância estatística.

Resultados

Todos os animais toleraram a dieta com alto teor de gordura, sem desenvolver diarréia ou outras restrições físicas 
e não mostraram diferenças significativas em relação à ingestão alimentar quantitativa.

Massa corporal

A dieta com alto teor de gordura foi iniciada imediatamente após a administração de STZ. Antes da administração 
de STZ, não houve diferenças na massa corporal entre os grupos. Como mostrado, todos os animais tiveram um 
aumento de peso ao final do experimento em relação ao início, principalmente o grupo C-HFC (Fig. 1). Não houve 
aumento significativo de peso nos animais STZ-HFC durante todo o experimento. A massa corporal (BM) foi 14% 
maior em C-HFC do que no grupo C-SC (P <0,01, One Way ANOVA) e 24% maior em C-HFC do que o grupo 
STZ-HFC (P <0,01, One Way ANOVA).

Fig. 1 - Massa corporal (Body mass, em gramas, média e erro padrão da média). As diferenças foram testadas 
com One-Way ANOVA e pós teste de Tukey (o mesmo símbolo sobre as barras significa diferença estatística 

significativa entre os grupos, P≤0,05). Abreviações: SC: ração padrão, HFC: dieta com alto teor de gordura, C: 
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.
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Relação massa gorda/massa corporal (FM / BM)

A quantidade ventral de gordura representativa de cada grupo é mostrada na Fig. 2. Como esperado, a dieta com 
alto teor de gordura em C-HFC resultou em aumento significativo na massa relativa de gordura retroperitoneal e 
genital. No entanto, a quantidade de gordura retroperitoneal e genital diminuíram nos grupos STZ (grupos STZ-
SC e STZ-HFC). A relação FM/BM foi 100% maior em C-HFC do que nos outros grupos (P <0,05, One Way 
ANOVA) (Fig. 3).

Fig. 2 - Vista ventral da quantidade de gordura: (a) grupo C-SC que mostra a quantidade de gordura que cobre 
o músculo lombar; (b) grupo C-HFC mostrando aumento da gordura retroperitoneal (seta fina) e quantidade de 
gordura genital (seta larga), cobrindo parcialmente os rins; (c) grupo STZ-SC que mostra diminuição da quanti-
dade de gordura retroperitoneal e genital; (d) grupo STZ-HFC mostrando quantidade de gordura praticamente 

ausente deixando o músculo lombar (‡) e a bexiga urinária (*) descobertos.

Fig. 3 - Relação massa gordura pela massa corporal (Fat mass/Body mass) (média e erro padrão da média). 
As diferenças foram testadas com ANOVA unidirecional e teste post-hoc de Tukey. O mesmo símbolo sobre 
as barras significa diferença estatística (P <0,05). Abreviações: SC: ração padrão, HFC: dieta com alto teor de 

gordura, C: ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.
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Relação massa hepática/massa corporal (LM / BM)

Os grupos STZ (STZ-HFC e STZ-SC) apresentaram maior relação LM/BM do que os animais controles correspon-
dentes (Fig. 4). Assim, a relação LM/BM foi 30% maior no STZ-HFC do que no grupo C-HFC (P <0,0002, ANOVA 
unidirecional) e 20% maior em STZ-SC do que no grupo C-SC (P <0,005 ANOVA unidirecional).

Fig. 4 - Relação massa hepática pela massa corporal (Liver/Body mass) (média e erro padrão da média). As 
diferenças foram testadas com ANOVA unidirecional e pós teste de Tukey. O mesmo símbolo sobre as barras 

significa diferença estatística (P <0,05). Abreviações: SC: ração padrão, HFC: dieta com alto teor de gordura, C: 
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.

Glicemia plasmática

Os animais STZ apresentaram maiores níveis de glicose no sangue do que os seus controles. Portanto, a glicemia 
foi 350% maior em STZ-SC do que no grupo C-SC (P <0,0002, One Way ANOVA) e 250% maior em STZ-HFC 
do que o grupo C-HFC (P <0,0003, One Way ANOVA). Além disso, houve interação entre a dieta de alto teor 
de gordura e a STZ nos níveis sanguíneos de glicose (P <0,005, Two Way ANOVA) (Tabela 2).

Análise de lipídios plasmáticos

Colesterol total (TC)

Mais uma vez, STZ e HFC desempenharam um papel importante nos valores de TC. O grupo STZ-HFC apresen-
tou níveis significativamente elevados de TC quando comparado ao grupo C-HFC (acima de 80%, P <0,0002, 
One Way ANOVA) e ao grupo STZ-SC (acima de 140%, P <0,0002, One Way ANOVA). Os valores de TC 
foram 40% maiores no grupo C-HFC do que no grupo C-SC (P <0,01, One Way ANOVA). Além disso, houve 
interação entre a dieta com alto teor de gordura e STZ nos níveis plasmáticos de colesterol total (P <0,000001, 
Two Way ANOVA) (Tabela 2).
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Triglicerídeos (TG)

Ambas as variáveis (STZ e HFC) tiveram impacto nos níveis de TG. O grupo STZ-HFC apresentou níveis signifi-
cativamente elevados de TG quando comparado com o grupo C-HFC (acima de 400%, P <0,0002, One Way 
ANOVA) e com grupo STZ-SC (acima de  200%, P <0,0002, One-Way ANOVA). Além disso, houve interação 
entre a dieta com alto teor de gordura e STZ nos níveis plasmáticos de triglicerídeos (P <0,000006, Two-Way 
ANOVA) (Tabela 2).

Análise das enzimas hepáticas

Para analisar a função hepática em animais que receberam STZ e dieta com alto teor de gordura, avaliamos os 
níveis de ALP, GGT, GOT e GPT plasmáticos (Tabela 2).

 
Fosfatase alcalina (ALP)

Os animais STZ apresentaram maior nível de ALP plasmática do que os animais controle correspondentes. 
Conseqüentemente, o nível plasmático de ALP foi 380% maior em STZ-SC do que no grupo C-SC (P <0,0002, 
One-Way ANOVA) e foi 230% maior em STZ-HFC do que o grupo C-HFC (P <0,0002, ONE-WAY ANOVA).

Gama-glutamil transpeptidase (GGT)

Não houve diferença significativa entre os grupos quanto aos valores de GGT.

Glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT)

Não houve diferença significativa entre os grupos quanto aos valores GOT.

Glutamato-piruvato-transaminase (GPT)

Os animais STZ apresentaram maior nível de GPT plasmático do que os animais controle correspondentes. As-
sim, o nível de GPT foi 100% maior no STZ-SC do que no grupo C-SC (P <0,05, One-Way ANOVA) e 75% 
maior no grupo STZ-HFC do que no grupo C-HFC (P <0,005 One-Way ANOVA). Além disso, este parâmetro 
foi 60% maior no STZ-HFC do que no grupo STZ-SC (P <0,01, One-Way ANOVA).
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Table 2. Dados Bioquímicos (média ± EPM). Abreviações: TC- colesterol Total, TG- Triglicerídeos, ALP- Fos-
fatase alcalina, GOT- Glutamato-oxaloacetato transaminase, GTP- Glutamato-piruvato transaminase, GGT- 
Gamma-glutamil transpeptidase, Grupos: C- controle, STZ- streptozotocina, SC- ração comercial HFC- ração 
rica em gordura. * Diferenças significantes do grupo C-SC; † do grupo C-HFC; ‡ do grupo STZ-SC.

Estereologia

A dieta com alto teor de gordura e STZ aceleram o processo de esteatose hepática (Fig. 5). O grupo C-SC mostrou 
que o fígado apresentava uma estrutura preservada, enquanto o grupo C-HFC mostrou uma moderada macro 
e micro-esteatose dispersa no fígado. Os animais do grupo STZ-SC, apresentaram micro-esteatose menor, en-
quanto que os animais do grupo STZ-HFC apresentaram esteatose macro e microvesicular grave no fígado.

Fig. 5 - Estrutura hepática nos diferentes grupos (corado com hematoxilina-eosina): (a) grupo C-SC, esteatose 
microvesicular leve (seta fina); (b) grupo C-HFC, macro leve (seta grande) e esteatose microvesicular; (c) grupo 
STZ-SC, esteatose microvesicular leve; (d) grupo STZ-HFC, esteatose macrovesicular grave (seta larga) e estea-

tose microvesicular.
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A avaliação estereológica da infiltração de lipídios no fígado mostrou uma aumentada densidade de volume da es-
teatose ocasionada pelo aumento da gordura: mais de 1500% no grupo C-HFC (P = 0,0005, One-Way ANOVA) 
e  40% no grupo STZ-HFC ( P = 0,0005, One-Way ANOVA) em relação ao grupo C-SC. Os ratos STZ alimentados 
com dieta padrão apresentaram infiltração leve de lipídios no fígado. A densidade de volume da esteatose foi au-
mentada no grupo STZ-SC quando comparado com o grupo C-SC (mais de 140%, P = 0,05, One-Way ANOVA) 
(Fig. 6). Além disso, a densidade de volume da esteatose foi 400% maior no STZ-HFC do que no grupo STZ-SC 
(P <0,005, One-Way ANOVA). A dieta com alto teor de gordura e STZ interagiram para amplificar a esteatose 
hepática (P <0,001, Two-Way ANOVA).

Fig. 6 - Densidade do volume da esteatose hepática (média e erro padrão da média). As diferenças 
foram testadas com ANOVA unidirecional e pós teste de Tukey. O mesmo símbolo sobre as barras 

significa diferença estatística (P <0,05). Abreviações: SC: ração normal, HFC: dieta com alto teor de 
gordura, C: ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.

O número de hepatócitos não apresentou diferença relevante entre os grupos (P <0,05, ANOVA unidirecional) 
(Fig. 7), mas a taxa de binucleação dos hepatócitos foi significativamente menor no STZ-HFC do que no grupo 
C-HFC (menos 30% , P <0,05, ANOVA unidirecional) e tanto a dieta com alto teor de gordura quanto a STZ 
interagiram, alterando este parâmetro (P <0,01, ANOVA bidirecional).

Fig. 7 - Número de hepatócitos e binucleação da taxa de hepatócitos (média e erro padrão da média). As 
diferenças foram testadas com ANOVA unidirecional e pós teste de Tukey. O mesmo símbolo sobre as barras 

significa diferença estatística (P <0,05). Abreviações: SC: ração padrão, HFC: dieta com alto teor de gordura, C: 
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.
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Discussão

A dieta com alto teor de gordura aumenta a massa corporal, relação de massa de gordura por massa corporal e 
esteatose hepática em ratos. Conseqüentemente, os animais STZ mostraram aumento da massa hepática na rela-
ção massa corporal com altos níveis de enzimas hepáticas e esteatose hepática. A combinação da administração 
de STZ e de dieta com alto teor de gordura agravou a relação massa hepática por massa corporal e a esteatose 
hepática.

A administração de STZ provocou mobilização de gordura no músculo esquelético (Stearns, Tepperman et al., 
1979) induzindo perda de peso (Carpentier, Perrelet et al., 1977), com menor massa de gordura (Wilson, Zeikus et 
al., 1987) que foi observada no presente estudo . Além disso, os ratos hiperglicêmicos induzidos por STZ são car-
acterizados por níveis baixos de insulina plasmática e atividade lipoproteica de baixa lipase. Portanto, baixos níveis 
de insulina causam altos níveis de TG plasmática e níveis de ácidos graxos livres que levam ao fígado gorduroso, 
que são fatores principais para o desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica (Kusunoki, Tsutsumi et al., 
2004; Cusi 2009; Wang, Kamat et al., 2011).

Além disso, a hiperglicemia induziu aumento dos níveis lipídicos no sangue de animais STZ alimentados com 
dieta com alto teor de gordura. A associação da administração de STZ e a ingestão desta dieta prejudicaram os 
níveis sanguíneos de colesterol total e triglicerídeos devido à competição entre ácidos graxos e metabolismo da 
glicose (Kreisberg 1998; Randle 1998; Wang, Kamat et al., 2011), explicando os níveis mais altos do colesterol 
total encontrado em ratos STZ alimentados com dieta com alto teor de gordura. Então, podemos especular que 
as taxas aumentadas de produção de glicose hepática em ratos alimentados com dieta com alto teor de gordura 
por inibição da gliconeogênese, promoveriam a lipogênese hepática e prejudicariam a oxidação de ácidos graxos, 
como sugerido no estudo em humanos (Semple, Sleigh et al., 2009).

A administração isolada de STZ ocasionou aumento em algumas enzimas hepáticas. A ALP é uma ectoenzima da 
membrana plasmática de hepatócitos e o aumento da atividade sérica de ALP tem sido relacionado ao dano à 
membrana celular do fígado (Kaplan, 1986). No presente estudo, o ALP foi elevada em ratos tratados com STZ, 
mas a GGT permaneceu inalterada. Para entender esses dados aparentemente conflitantes, é importante pensar 
que em ratos, de forma semelhante aos humanos, intestino, tecidos não específicos (incluindo isoformas proveni-
entes dos ossos, fígado e rins), placenta e células embrionárias também apresentam a isoenzima ALP (Goldstein , 
Rogers et al., 1980). Estudos sobre as propriedades da ALP no soro de ratos revelaram duas formas dominantes 
da enzima: intestinal (I-ALP) e no osso (B-ALP) (Koyama, Yakushijin et al., 1998). Além disso, a atividade isoenz-
imática intestinal é maior em ratos jovens do que em ratos adultos (Hoffmann, Everds et al., 1994) e a atividade 
de ALP no intestino e as alterações no soro é dependente das condições da ingestão alimentar. A atividade da 
fosfatase alcalina no intestino é reforçada por uma dieta com alto teor de gordura (Wada, Yagami et al., 2001).

O GPT é uma enzima citosólica do hepatócito e o aumento desta enzima no soro reflete o aumento da permea-
bilidade da membrana plasmática, que, por sua vez, está associado à morte celular (Muriel, 1982). No presente 
estudo, a GTP aumentou em ratos tratados com STZ, que é um composto de glucosamina-nitrosourea tóxico para 
as células, causando danos ao DNA, embora outros mecanismos também possam contribuir. O STZ é semelhante 
à glicose e pode ser transportado para a célula pela proteína transportadora de glicose GLUT2, mas não é recon-
hecido por outros transportadores de glicose. Isso explica sua toxicidade relativa para as células beta, uma vez que 
estas células possuem níveis relativamente elevados de GLUT2 (Wang e Gleichmann, 1998).
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A esteatose hepática não alcoólica é a manifestação hepática da síndrome metabólica e cerca de 25% da popu-
lação mundial já foi vítima desta doença (Bellentani, Saccoccio et al., 2000; Brunt, 2004). Ainda que a esteatose 
hepática não alcoólica comece como um processo benigno, torna o fígado mais suscetível a um amplo espectro de 
danos histológicos. De fato, sua progressão leva a condições de estágio final, como cirrose, carcinoma hepatoce-
lular e insuficiência hepática (Bayard, Holt et al., 2006). No entanto, como característica da síndrome metabólica, 
a esteatose tem sido mais implicada no agravamento do metabolismo da glicose (Marceau, Biron et al., 1999). O 
significado clínico da esteatose geralmente é um processo benigno. Os subconjuntos de pacientes, no entanto, 
continuam a desenvolver a esteatohepatite, que então progride para fibrose, cirrose e insuficiência hepática (Van 
Steenbergen e Lanckmans 1995; Paradis, Perlemuter et al., 2001). Apenas uma dieta com alto teor de gordura foi 
considerada como suficiente para causar esteatose (Aguila, Pinheiro et al., 2003). A duração da dieta com alto teor 
de gordura no presente estudo baseou-se na observação de que duas semanas dessa dieta é suficiente para causar 
um acúmulo substancial de gordura dentro do fígado que é compatível com o desenvolvimento de um estado de 
esteatose hepática (Charbonneau 2007).

Neste estudo, a STZ causou esteatose hepática que foi agravada quando combinada com a dieta com alto teor 
de gordura. A ingestão dessa dieta pode acelerar o acúmulo de gordura no fígado e os ácidos graxos saturados 
presentes na dieta pode intensificar o acúmulo de gordura no hepatócito (Wang, Wei et al., 2006). Além disso, 
o alto teor de ácido graxo trans na dieta com alto teor de gordura também está ligado ao depósito de gordura 
hepática, dado que estes tipos de ácidos graxos exibem taxas de oxidação mais lenta (Guzman, Klein et al., 1999; 
Colandré, Diez et al . 2003). Como resultado, aumentam a taxa de esterificação/oxidação de ácidos graxos (Mila-
gro, Campion et al., 2006), que juntamente com a hiperglicemia pode aumentar a esteatose hepática.

A interação entre dieta com alto teor de gordura e tratamento com STZ no desenvolvimento de esteatose hep-
ática já foi demonstrada. Em estudo de Kumar Sharma et al. (Sharma, Bharti et al., 2011) ratos tratados com STZ 
diabéticos e com dieta rica em gordura mostraram um aumento significativo nos ácidos graxos não essenciais no 
fígado, nos triglicerídeos e no colesterol total em comparação aos ratos controle com dieta rica em gordura. Além 
disso, essa dislipidemia aumentada em ratos diabéticos também foi associada à esteatose hepática microvesicular, 
inchaço do retículo endoplasmático e mitocôndrias nos hepatócitos.

Os hepatócitos binucleados e menos frequentemente trinucleados aparecem em fígados humanos e de animais 
em condições normais, bem como em casos patológicos (David 1992). A poliploidisação nos hepatócitos tem 
sido associada a muitos processos fisiológicos e patológicos, como a proliferação, metabolismo, regeneração, 
envelhecimento e câncer. A poliploidisação de hepatócitos pode também ser um mecanismo protetor contra o 
estresse oxidativo que ocorre através de um processo controlado ao longo do crescimento e envelhecimento, onde 
a binucleação é importante (Lu 2007). Curiosamente, observamos pouca binucleação de hepatócitos em ratos 
simultaneamente tratados por STZ e com dieta com alto teor de gordura.

Além disso, os dados atuais mostraram que a dieta com alto teor de gordura causou um aumento significativo na 
gordura do fígado que não foi acompanhada por um aumento equivalente na massa do fígado em relação a mas-
sa corporal. Neste caso, a massa corporal foi significativamente aumentada pela dieta com alto teor de gordura 
e a razão massa do fígado pela massa corporal permaneceu constante porque a massa hepática foi normalizada 
pela massa corporal.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Nossos achados nos permitem concluir que a dieta com alto teor de gordura leva a esteatose hepática macro e mi-
crovesicular severa tanto no controle quanto nos ratos STZ. Mas a combinação de STZ e da dieta afeta ainda mais 
o ganho de massa corporal, a razão massa do fígado pela massa corporal e a densidade do volume da esteatose 
hepática, indicando que a administração de STZ em combinação à dieta hiperlipídica têm propriedades adicionais 
no agravamento da lesão hepática. 
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