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RESUMO

A combinacdo de diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) e dieta com alto teor de gordura (HFC) em ratos,
pode causar disfuncdo hepética. O diabetes mellitus experimental foi induzido por injecdo de STZ (40 mg/kg),
ratos Wistar machos controles (C) e STZ receberam dieta HFC (30% de gordura) ou dieta padrdo (comercial)
(SC) (6% de gordura) durante um més. Foram avaliados parametros biométricos, bioquimicos e estereolégicos.
Os animais STZ apresentaram hiperglicemia. A massa corporal (BM) e a razdo massa gorda/BM foram maiores
no grupo C-HFC, a massa hepatica/BM foi maior no grupo STZ-HFC. Os animais STZ apresentaram niveis mais
elevados das enzimas hepaticas do que os seus controles, o grupo STZ-HFC apresentou niveis significativamente
elevados de lipidios plasméaticos. A densidade do volume da esteatose hepatica aumentou acentuadamente nos
grupos C-HFC e STZ-HFC. A binucleagdo de hepatécitos foi menor em STZ-HFC do que no grupo C-HFC. Em
conclusdo, a HFC leva a esteatose macro e microvesicular grave no figado dos ratos C e STZ, mas a combinagdo
de STZ e HFC aumenta tanto a relacdo massa hepatica/BM quanto a esteatose hepatica, mas ndo a relacdo da
massa de gordura/BM, indicando que a administragdo STZ mais HFC possui propriedades importantes que levam
ao figado 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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INTRODUCAO

Esse trabalho visa o estudo do diabetes, uma sindrome metabélica de origem multipla induzida por estreptozoto-
cina, (S§TZ) uma glicosamina-nitrosureia comumente usada para produzir o diabetes junto com uma dieta com alto
teor de gordura (HFC) em ratos, podendo causar disfungdo hepatica. A metodologia utilizada para elaboragdo
experimental para o diabetes mellitus foi induzido por injecdo de STZ (40 mg/kg), ratos Wistar machos controles
(C) e STZ receberam dieta HFC (30% de gordura) ou dieta padrdo (comercial) (SC) (6% de gordura) durante um
més, o objetivo principal é verificar alteracdes hepaticas nos ratos submetidos a dieta HFC e com diabetes induzida
por STZ, os objetivos sdo avaliar alteragbes biométricas, bioquimicas e verificar alteracdes estruturais hepaticas
utilizando assim as técnicas rotineiras para uma possivel avaliagdo dos seguintes topicos: pardmetros biométricos,
bioquimicos e estereoldgicos. Esse trabalho é de suma importancia devido ao aumento da ingesta de alimentacdo
fastfood, que é composta basicamente por uma taxa aumentada de niveis de gordura, além do aumento crescente
da incidéncia de diabetes na populagdo em geral.

FUNDAMENTACAO TEORICA

O desenvolvimento de hiperglicemia em ratos submetidos a injecdo de estreptozotocina (STZ) deve-se principal-
mente a destruicdo direta das células beta pancreéticas (Rerup, 1970). A STZ tem sido utilizada para induzir o dia-
betes mellitus insulino-dependente e ndo dependente de insulina, dependendo do intervalo da dose administrada
e do periodo de vida considerado (Szkudelski, 2001). Além disso, roedores alimentados com dietas possuindo alto
teor de gordura desenvolvem sobrepeso, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina e ndo apresentam hiperglicemia
ou diabetes (Storlien, Higgins et al., 2000). Uma vez que tanto a dieta rica em gordura quanto a deficiéncia de
insulina estdo intimamente ligadas a etiologia da DM2, a combinagdo 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
sindrome metabdlica em humanos (Reed, Meszaros et al., 2000).

A crescente prevaléncia de obesidade e DM2 na populagdo estdo associadas ao aumento do nimero de individuos
com figado gorduroso. A obesidade causa sobrecarga de acidos graxos livres para o figado e o DM2 inibe a oxi-
dacdo hepética de acidos graxos livres e de taxas excessivas de lipdlise 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 simultdneos na lipogénese hepatica e a inibicdo da oxidacdo de acidos
graxos resultam em acumulagdo grave de gordura no figado. E sdo 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 sdo riscos adicionais e coexistem freqlientemente com doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (Koteish e Diehl 2001; Chitturi, Abeygunasekera et al., 2002; den Boer, Voshol
et al., 2004). No diabetes mellitus descompensado, a infiltragdo gordurosa é suficientemente grave para causar
palidez visivel (aparéncia gordurosa) e aumento do figado com possivel disfuncdo hepatica (Kusunoki, Tsutsumi
et al., 2004).

Apesar de ser freqlientemente associada a uma ampla gama de disttrbios metabdlicos, a ingestdo de gordura
na dieta é de primordial importancia quando se trata de acimulo de gordura nos hepatdcitos (Aguila, Pinheiro
et al., 2003). Por exemplo, a dieta com alto teor de gordura administrada em maes no periodo da gestacdo e na
prole ap6s o desmame, gerou aumento da pressdo arterial (PA) com consequente hipertrofia cardiaca, alterando
o metabolismo de carboidratos, além de aumento das concentra¢des plasmaticas de corticosterona e a alteracdo
da leptina/massa gorda/padrdo de tamanho de adipécitos (Parente, Aguila et al., 2008).
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Neste contexto, ndo sé a gordura dietética excessiva aumenta a entrada de 4cidos graxos hepaticos, como tam-
bém diminui sua producdo de forma indireta, agravando a hiperinsulinemia e prejudicando a oxidagdo dos acidos
graxos mitocondriais (Browning e Horton, 2004). Conseqlientemente, estudos em animais direcionados aos efei-
tos da ingestdo de gordura sobre a estrutura hepéatica podem fornecer novos conhecimentos sobre a patogénese
do diabetes mellitus, que tem sido considerado uma grande preocupacdo para a saude publica em todo o mundo.
Assim, este estudo teve como objetivo analisar as alteragdes hepaticas metabdlicas e estruturais decorrentes da
associa¢do entre a dieta com alto teor de gordura e ratos diabéticos induzidos por STZ.

Animais, inducio do diabetes e dieta

Os ratos machos Wistar de dois meses de idade foram obtidos de colénias 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 substituicdo do ar de 15 min/h.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes convencionais para experimentacdo com
animais (publicacdo NIH n° 85-23, revisada em 1996). Vale ressaltar que o Comité de Etica em Experimentacdo
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 Unica injecdo de estreptozotocina
(STZ, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA, i.p. 40 mg/kg dissolvido em 50 mmol/L de tampdo de citrato de
sodio (pH= 4,5). Os ratos foram submetidos a jejum noturno antes da administracdo de STZ. O grupo controle
recebeu quantidade equivalente de tampdo de citrato por injecdo intraperitonial. Antes da injecdo de STZ e 24
h depois, mediu-se a concentra¢do de glicose no sangue por puncdo na veia da cauda, ap6s 6 horas de jejum
(glicosimetro Accu-Chek, Roche, Sdo Paulo, Brasil). Os animais injetados com STZ que apresentaram um nivel de
glicemia em jejum inferior a 11,1 mmol/L foram excluidos dos experimentos.

Apds a confirmacgdo 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 més. A composicdo
da dieta é detalhada na Tabela 1. Posteriormente, os grupos foram divididos da seguinte forma (cada grupo n =
10): (a) STZ alimentado com dieta padrdo (grupo STZ-SC), (b) STZ alimentado com dieta com alto teor de gordura
(STZ- Grupo HFC), (c) Controle alimentado com dieta padrdo (grupo C-SC) e (d) controle alimentado com dieta
com alto teor de gordura (C-HFC). Durante o estudo, todos os grupos tiveram ragdo da dieta com alto teor de
gordura ou padrdo ad libitum e tinham acesso livre a dgua.

Table 1. Composicao da dieta experimental. SC: dieta padrao (commercial), HFC: high-fat chow (dieta com alto
teor de gordura).

Ingredientes (g/100g dieta) HFC sC

Raglo Comercial * 60,0 100,0

Margarina® 25.0 -

Leite Condensado® 15.0

Proteina (%) 15,0 230
Muvital _—— Muvilab,
Colembo PR,  Gordura (%) 30,0 6.0 Brasil,
"Primoar, . Sants
Catarina 3C, Acidos graxos saturados (SFA) 7.1 (24%) 0,9 {15%) Brasil,
Mestle, Sho . Paulo 5P,
Brasil, Acidos graxos monoinsaturados (MUFA) 9.8 (33%) 1.3 (22%)

Acidos graxos polinsaturados (PUFA) 5,6 (18%) 3,7 (61%)

Alases Acidos graxos Trans 7.5 (25%) 0,1 {2%)

Carboidratos (%) 55,0% 71,0

Energin (ki) 2300 1800
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corporal, ingestao alimentar e controle metabélico

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

Coleta de sangue e tecidos

No dia anterior ao sacrificio, os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas e privados da ragdo durante a
noite. No momento do sacrificio, os animais foram anestesiados (i.p. pentobarbital de sédio, 50 mg /kg), o térax
foi aberto e as amostras de sangue foram rapidamente obtidas por pun¢do cardiaca. Posteriormente, a injecdo
intracardiaca de KC| (2 mL) promoveu parada cardiaca em diastole.

Os depésitos de gordura (gordura retroperitoneal e massa gorda epididiméaria) foram completamente removidos
em ambos os lados do animal e pesados. A quantidade de gordura retroperitoneal inclui o depésito ao redor de
cada rim e ao longo dos musculos lombares. A quantidade de gordura epididimaria incluiu tecido adiposo em
torno dos ureteres, bexiga e epididimo.

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

Estereologia do figado

O volume do figado foi medido pelo deslocamento do fluido (solugdo salina isotonica), o volume do 6rgdo (V) e
posteriormente pesado (W). A medida que a densidade especifica da solucdo salina isoténica (d) é 1,0048, os re-
spectivos volumes foram obtidos por V [6rgdol(cm3)=W(g)/d ou simplesmente V(103 cm3)XW(g) (Weibel 1979).
Assim, o figado foi cortado em vdrios fragmentos menores mantidos durante 48 h a temperatura ambiente no
fixador (formaldeido 1,7 mol/L recentemente preparado em tampao de fosfato 0,1 M, (pH=7,2). Os fragmentos
aleatdrios de todas as por¢bes do 6rgdo foram incluidos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA), seccionados a 3 e 10 pm, e depois corados com hematoxilina-eosina e Tricromo de Masson. Cinco campos
microscopicos por animal foram analisados ao acaso. E importante ressaltar que uma anélise totalmente cega foi
realizada. Um sistema de video microscépico (microscépio Leica DMRBE com objetivas planacromaéticas, Wetzlar,
Alemanha) e um sistema-teste composto por 36 pontos (PT) foram utilizados para a anélise 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 hepatdcitos e esteatose: Vv [estrutural:=PP[estrutura]/PT (PP é
o numero 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 nimero de ntcleos de hepatécitos (hn) em uma sonda tridimen-
sional que analisa a estrutura das amostras proporcionalmente ao seu nimero, independentemente do tamanho
ou forma (Sterio, 1984). Para simplificar, duas se¢des paralelas foram usadas para criar um volume de amostragem
com uma se¢do de referéncia superior e uma secdo inferior (olhar para baixo do plano), ambos contendo um
quadro de teste. A densidade numérica (Nv) de hn (ndmero de hn por mm3) foi estimada a partir de 10 pares
de “dissector” aleatdrios para cada animal, sendo definido como Nv [hn]: = Q- [hn]/t.AT, onde Q- representa o
numero de perfis de hn contados no quadro de teste na secdo de referéncia, T é a espessura e AT é a area total
da armacdo de teste. O numero total de hepatdcitos no figado (N[h] foi estimado como o produto de Nv [hn]
e o volume de figado medido anteriormente corrigido pela taxa de binucleagdo dos hepatécitos (Mandarim-de-
Lacerda 2003).

Analise de dados

Os dados sdo apresentados como médiaterro padrdo da média. As diferencas entre os grupos foram testadas com
One Way ANOVA e p6s teste de Tukey. As interagdes da injecdo 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 significancia estatistica.

Resultados

Todos os animais toleraram a dieta com alto teor de gordura, sem desenvolver diarréia ou outras restri¢des fisicas
e ndo mostraram diferencas significativas em relagdo a ingestdo alimentar quantitativa.

Massa corporal

A dieta com alto teor de gordura foi iniciada imediatamente ap6s a administragdo de STZ. Antes da administracdo
de STZ, ndo houve diferengas na massa corporal entre os grupos. Como mostrado, todos os animais tiveram um
aumento de peso ao final do experimento em relagdo ao inicio, principalmente o grupo C-HFC (Fig. 1). Ndo 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).
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Fig. 1 - Massa corporal (Body mass, em gramas, média e erro padrdo da média). As diferencas foram testadas

com One-Way ANOVA e pds teste de Tukey (o mesmo simbolo sobre as barras significa diferenca estatistica

significativa entre os grupos, P<0,05). Abreviacbes: SC: racdo padrdo, HFC: dieta com alto teor de gordura, C:
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.
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Relacdo 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 diminuiram nos grupos STZ (grupos STZ-
SC e STZ-HFC). A relagdo 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 musculo 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 diminuicdo da quanti-

dade de gordura retroperitoneal e genital; (d) grupo STZ-HFC mostrando quantidade de gordura praticamente
ausente deixando o musculo lombar (%) e a bexiga urindria (*) descobertos.
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Fig. 3 - Relacdo massa gordura pela massa corporal (Fat mass/Body mass) (média e erro padrdo da média).
As diferencas foram testadas com ANOVA unidirecional e teste post-hoc de Tukey. O mesmo simbolo sobre
as barras significa diferenca estatistica (P <0,05). Abreviacdes: SC: racdo padrdo, HFC: dieta com alto teor de

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

Os grupos STZ (STZ-HFC e STZ-SC) apresentaram maior relacdo LM/BM do que os animais controles correspon-
dentes (Fig. 4). Assim, a relacdo 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).
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Fig. 4 - Relacdo massa hepdtica pela massa corporal (Liver/Body mass) (média e erro padrdo da média). As
diferencas foram testadas com ANOVA unidirecional e pos teste de Tukey. O mesmo simbolo sobre as barras
significa diferenca estatistica (P <0,05). Abreviacbes: SC: ragdo padrdo, HFC: dieta com alto teor de gordura, C:
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.

Glicemia plasmatica

Os animais STZ apresentaram maiores niveis 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 interacdo entre a dieta de alto teor
de gordura e a STZ nos niveis sanguineos de glicose (P <0,005, Two Way ANOVA) (Tabela 2).

Andlise de lipidios plasmaticos
Colesterol total (TC)

Mais uma vez, STZ e HFC desempenharam um papel importante nos valores de TC. O grupo STZ-HFC apresen-
tou niveis 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
interacdo entre a dieta com alto teor de gordura e STZ nos niveis plasmaticos de colesterol total (P <0,000001,

Two Way ANOVA) (Tabela 2).
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Triglicerideos (TG)

Ambas as varidveis (STZ e HFC) tiveram impacto nos niveis de TG. O grupo STZ-HFC apresentou niveis 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 interacdo
entre a dieta com alto teor de gordura e STZ nos niveis plasmaticos de triglicerideos (P <0,000006, Two-Way
ANOVA) (Tabela 2).

Andlise das enzimas hepadticas

Para analisar a funcdo hepética em animais que receberam STZ e dieta com alto teor de gordura, avaliamos os
niveis de ALP, GGT, GOT e GPT plasmaéticos (Tabela 2).

Fosfatase alcalina (ALP)

Os animais STZ apresentaram maior nivel de ALP plasmética do que os animais controle correspondentes.
Consequientemente, o nivel plasmatico 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)

Ndo houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos valores de GGT.

Glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT)

Ndo houve diferenca significativa entre os grupos quanto aos valores GOT.

Glutamato-piruvato-transaminase (GPT)

Os animais STZ apresentaram maior nivel de GPT plasméatico do que os animais controle correspondentes. As-
sim, o nivel 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 parametro
foi 60% maior no STZ-HFC do que no grupo STZ-SC (P <0,01, One-Way ANOVA).

Ciéncia Atual | RiodeJaneiro | Volume 11, N°1 e 2018 | inseer.ibict.br/cafsj | Pg.10-19 &



Table 2. Dados Bioquimicos (média + EPM). Abreviacoes: TC- colesterol Total, TG- Triglicerideos, ALP- Fos-
fatase alcalina, GOT- Glutamato-oxaloacetato transaminase, GTP- Glutamato-piruvato transaminase, GGT-
Gamma-glutamil transpeptidase, Grupos: C- controle, STZ- streptozotocina, SC- racdo comercial HFC- racdo
rica em gordura. * Diferencas significantes do grupo C-SC; 1 do grupo C-HFC; ¥ do grupo STZ-SC.

licose TG TG ALP GOT GTP GGT
Grupos

{mmel} {mmali) (mamolf) (L (U {um (U
C-8C 4,9:0,2 1,540,009 0,30+0,03 130,029.4 75,623.4 36,424,0 24204
C-HFC 55102 2,110,11* 0,2040,02 212.6:6.3 99.8214,1  B5.B262 23203
8TZ-8C 21,422.1* 1,640,12 0,30+0,03 62212247 926211,7  T1,627,5" 24204
STZ-HFC 19,641,6¢ 3820126 1,0020,100F 6090453t 624824  11508135%F  33:07
twn-w.qr
ANOVA,

P<0,000001 P<0,000001 P<0,000007 P<D000001 NS P, 0006 NS
na
Digta Pep,0z2 P<0,000001 P<0,00005  P<D,003 NS P<0,0001 NS
Interagho:

P<0,005 P<0,000001  P<DO00006 NS NS MS NS
5TZ x Digla

Estereologia

A dieta com alto teor de gordura e STZ aceleram o processo de esteatose hepatica (Fig. 5). O grupo C-SC mostrou
que o figado apresentava uma estrutura preservada, enquanto o grupo C-HFC mostrou uma moderada macro
e micro-esteatose dispersa no figado. 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 figado.

Fig. 5 - Estrutura hepdtica 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 avaliacdo estereoldgica da infiltragcdo de lipidios no figado 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 relagdo ao grupo C-SC. Os ratos STZ alimentados
com dieta padrdo apresentaram infiltracdo leve de lipidios no figado. 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
hepatica (P <0,001, Two-Way ANOVA).
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Fig. 6 - Densidade do volume da esteatose hepdtica (média e erro padrdo da média). As diferengas
foram testadas com ANOVA unidirecional e pos teste de Tukey. O mesmo simbolo sobre as barras
significa diferenga estatistica (P <0,05). Abreviagoes: SC: ragdo normal, HFC: dieta com alto teor de
gordura, C: ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.

O numero de hepatécitos ndo apresentou diferenca relevante entre os grupos (P <0,05, ANOVA unidirecional)
(Fig. 7), mas a taxa de binucleagcdo dos hepatdcitos 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 parametro (P <0,01, ANOVA bidirecional).

45 A

T

% N W% N % NI o N
binue  million) binue  (million) Binue |emdian] binuc  {=sillion]

C-5C C-HFC STE-SC STZ-HFC

Fig. 7 - Numero de hepatdcitos e binucleacdo da taxa de hepatdcitos (média e erro padrdo da média). As
diferencas foram testadas com ANOVA unidirecional e pos teste de Tukey. O mesmo simbolo sobre as barras
significa diferenca estatistica (P <0,05). Abreviacbes: SC: ragdo padrdo, HFC: dieta com alto teor de gordura, C:
ratos controle, STZ: ratos diabéticos por estreptozotocina.
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Discussao

A dieta com alto teor de gordura aumenta a massa corporal, relagdo de massa de gordura por massa corporal e
esteatose hepdtica em ratos. Conseqlientemente, os animais STZ mostraram aumento da massa hepatica na rela-
¢do massa corporal com altos niveis de enzimas hepéticas e esteatose hepéatica. A combinagdo da administracdo
de STZ e de dieta com alto teor de gordura agravou a relagdo massa hepética por massa corporal e a esteatose
hepatica.

A administracdo de STZ provocou mobilizagdo de gordura no musculo 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 hiperglicémicos induzidos por STZ sdo car-
acterizados por niveis baixos de insulina plasmética e atividade lipoproteica de baixa lipase. Portanto, baixos niveis
de insulina causam altos niveis de TG plasmatica e niveis de acidos graxos livres que levam ao figado gorduroso,
que sdo fatores principais para o desenvolvimento de esteatose hepatica ndo alcodlica (Kusunoki, Tsutsumi et al.,
2004; Cusi 2009; Wang, Kamat et al., 2011).

Além disso, a hiperglicemia induziu aumento dos niveis lipidicos no sangue de animais STZ alimentados com
dieta com alto teor de gordura. A associacdo da administracdo de STZ e a ingestdo desta dieta prejudicaram os
niveis sanguineos de colesterol total e triglicerideos devido & competi¢do entre acidos graxos e metabolismo da
glicose (Kreisberg 1998; Randle 1998; Wang, Kamat et al., 2011), explicando os niveis mais altos do colesterol
total encontrado em ratos STZ alimentados com dieta com alto teor de gordura. Entdo, podemos especular que
as taxas aumentadas de producdo de glicose hepatica em ratos alimentados com dieta com alto teor de gordura
por inibicdo da gliconeogénese, promoveriam a lipogénese hepatica e prejudicariam a oxidagdo de acidos graxos,
como sugerido no estudo em humanos (Semple, Sleigh et al., 2009).

A administracdo isolada de STZ ocasionou aumento em algumas enzimas hepaticas. A ALP é uma ectoenzima da
membrana plasmética de hepatdcitos e o aumento da atividade sérica de ALP tem sido relacionado ao dano a
membrana celular do figado (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 ndo especificos (incluindo isoformas proveni-
entes dos ossos, figado e rins), placenta e células embrionarias 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-
imética 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 altera¢gdes no soro é dependente das condi¢des da ingestdo alimentar. A atividade da
fosfatase alcalina no intestino é reforcada por uma dieta com alto teor de gordura (Wada, Yagami et al., 2001).

O GPT é uma enzima citosdlica do hepatdcito e o aumento desta enzima no soro reflete o aumento da permea-
bilidade da membrana plasmaética, que, por sua vez, estd associado a morte celular (Muriel, 1982). No presente
estudo, a GTP aumentou em ratos tratados com STZ, que é um composto de glucosamina-nitrosourea téxico para
as células, causando danos ao DNA, embora outros mecanismos também possam contribuir. O STZ é semelhante
a glicose e pode ser transportado para a célula pela proteina transportadora de glicose GLUT2, mas ndo é recon-
hecido por outros transportadores de glicose. Isso explica sua toxicidade relativa para as células beta, uma vez que
estas células possuem niveis relativamente elevados de GLUT2 (Wang e Gleichmann, 1998).
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A esteatose hepatica ndo alcodlica é a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica e cerca de 25% da popu-
lagdo mundial ja foi vitima desta doenca (Bellentani, Saccoccio et al., 2000; Brunt, 2004). Ainda que a esteatose
hepatica ndo alcodlica comece como um processo benigno, torna o figado mais suscetivel a um amplo espectro de
danos histolégicos. De fato, sua progressdo leva a condigdes de estagio final, como cirrose, carcinoma hepatoce-
lular e insuficiéncia hepatica (Bayard, Holt et al., 2006). No entanto, como caracteristica da sindrome metabdlica,
a esteatose tem sido mais implicada no agravamento do metabolismo da glicose (Marceau, Biron et al., 1999). O
significado clinico da esteatose geralmente é um processo benigno. Os subconjuntos de pacientes, no entanto,
continuam a desenvolver a esteatohepatite, que entdo progride para fibrose, cirrose e insuficiéncia hepética (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 duragdo da dieta com alto teor
de gordura no presente estudo baseou-se na observagdo de que duas semanas dessa dieta é suficiente para causar
um acumulo substancial de gordura dentro do figado que é compativel com o desenvolvimento de um estado de
esteatose hepatica (Charbonneau 2007).

Neste estudo, a STZ causou esteatose hepatica que foi agravada quando combinada com a dieta com alto teor
de gordura. A ingestdo dessa dieta pode acelerar o acimulo de gordura no figado e os 4cidos graxos saturados
presentes na dieta pode intensificar o acimulo de gordura no hepatécito (Wang, Wei et al., 2006). Além disso,
o alto teor de 4cido graxo trans na dieta com alto teor de gordura também estd ligado ao depésito de gordura
hepatica, dado que estes tipos de acidos graxos exibem taxas de oxidagdo mais lenta (Guzman, Klein et al., 1999;
Colandré, Diez et al . 2003). Como resultado, aumentam a taxa de esterificagdo/oxidac¢do de acidos graxos (Mila-
gro, Campion et al., 2006), que juntamente com a hiperglicemia pode aumentar a esteatose hepatica.

A interacdo entre dieta com alto teor de gordura e tratamento com STZ no desenvolvimento de esteatose hep-
atica ja 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 4dcidos graxos ndo essenciais no
figado, nos triglicerideos e no colesterol total em comparagdo aos ratos controle com dieta rica em gordura. Além
disso, essa dislipidemia aumentada em ratos diabéticos também foi associada a esteatose hepatica microvesicular,
inchago do reticulo endoplasmaético e mitocondrias nos hepatdcitos.

Os hepatocitos binucleados e menos frequentemente trinucleados aparecem em figados humanos e de animais
em condi¢des normais, bem como em casos patolégicos (David 1992). A poliploidisacdo nos hepatdcitos tem
sido associada a muitos processos fisiolégicos e patolégicos, como a proliferacdo, metabolismo, regeneracao,
envelhecimento e cancer. A poliploidisacdo de hepatécitos 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 binucleagdo é importante (Lu 2007). Curiosamente, observamos pouca binuclea¢do de hepatécitos 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 figado que ndo foi acompanhada por um aumento equivalente na massa do figado em relagdo a mas-
sa corporal. Neste caso, a massa corporal foi significativamente aumentada pela dieta com alto teor de gordura
e a razdo massa do figado pela massa corporal permaneceu constante porque a massa hepética foi normalizada
pela massa corporal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados nos permitem concluir que a dieta com alto teor de gordura leva a esteatose hepatica macro e mi-
crovesicular severa tanto no controle quanto nos ratos STZ. Mas a combinacgdo de STZ e da dieta afeta ainda mais
o ganho de massa corporal, a razdo massa do figado pela massa corporal e a densidade do volume da esteatose
hepatica, indicando que a administracdo de STZ em combinagdo a dieta hiperlipidica tém propriedades adicionais
no agravamento da lesdo hepatica.
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