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RESUMO

Introducéo: O excesso de tecido adiposo estd associado a instalacdo da sindrome metabdlica (SM),
reunindo diversas alteracdes fisiologicas, tais como, intolerancia a glicose, dislipidemia, hipertenséo e
resisténcia a insulina, um quadro intimamente ligado ao desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2). Individuos obesos e/ou diabéticos também apresentam um baixo grau de inflamagéo crénica
interligando os diferentes sintomas clinicos e fisiopatolégicos da SM. Recentemente o bago, um dos
principais érgaos linfoides do nosso corpo, tem sido apontado como 6rgao participante do processo
inflamatério na obesidade. Objetivo: O presente trabalho investigou os efeitos da esplenectomia na
SM induzida pelo tratamento neonatal com glutamato monossédico (MSG). Metodologia: Ratos
Wistar machos receberam durante os 5 primeiros dias de vida inje¢cdes de MSG (4g/Kg). Controles
(CON) receberam salina equimolar. Os animais foram desmamados aos 21 dias e aos 60 dias
metade dos animais foram submetidos a esplenectomia (ESPL) para retirada do baco, formando-se
quatro grupos experimentais: CON-NO (ndo-operado); CON-ESPL; MSG-NO; MSG-ESPL). Dos 21
aos 90 dias foram avaliados consumo alimentar, hidrico e peso corporal. Aos 90 dias ilhotas
pancreaticas foram isoladas pela técnica da colagenase e incubadas com glicose (5,6; 8,3 e 16,7mM)
ou glicose (11.1mM) mais L-NAME (2,5; 5,0 e 10,0mM) inibidor da enzima produtora de 6xido nitrico
(iINOS). A insulina foi dosada por radioimunoensaio. O sangue foi coletado e plasma separado para
dosagens bioquimicas de glicose, triglicerideos e colesterol total . A resisténcia a insulina foi avaliada
pelo teste de tolerancia a insulina (1U/Kg). Analise automatizada do hemograma também foi
realizada. Os depositos de gordura branco e marrom, bem como, o pancreas e o bago foram retirados
para procedimentos histolégicos. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média
(epm), Analise de Variancia (ANOVA), com pés-teste de Bonferroni (p<0,05) foi usado. Resultados e
Discussédo: Ratos MSG-NO apresentaram resisténcia a insulina, aumento de aproximadamente 78%
nos niveis de insulina, triglicerideos e colesterol. Adicionalmente o conteldo de gordura corporal foi
cerca de 215% maior neste grupo em relacdo aos ratos CON-NO, sem modificar o controle alimentar.
O tamanho dos adipdcitos e das ilhotas pancreaticas do grupo MSG-NO foi aproximadamente 115%
maior, enquanto o niumero de adipécitos e de ilhotas pancreaticas foi cerca de 58% menor neste
grupo comparado aos ratos CON-NO. lIlhotas pancreaticas de ratos MSG-NO apresentam
hipersecrecéo de insulina, acompanhado de alteracdes na responsividade ao blogueador da iNOS. O
hematdcrito e o nimero de leucécitos foi cerca de 50% maior nos ratos MSG-NO comparados ao
grupo CON-NO. A ESPL aboliu a hiperinsulinemia, a resisténcia a insulina e reduziu a ingestédo
alimentar nos ratos MSG. Todavia, a ESPL elevou aproximadamente 21% o nivel de triglicerideos e
colesterol no grupo MSG-ESPL. Ratos MSG-ESPL apresentaram alteracdo no perfil de linfécitos e
granulécitos apds a cirurgia. A ESPL reduziu aproximadamente 25% e 63% respectivamente a
hipertrofia dos adip6citos e das ilhotas pancreaticas de ratos MSG, bem como normalizou a
hipersecrecéo de insulina. Finalmente a ESPL normalizou a responsividade ao bloqueador da iNOS.
Conclusbes: A esplenectomia reduz a obesidade, a hiperinsulinemia e a resisténcia a insulina em
ratos MSG, alteracdes que podem estar relacionadas a reducéo do processo inflamatério oriundo do
baco.

Palavras chave: Bago, Inflamacéo, Illhotas



ABSTRACT

Introduction: Adipose tissue excess is associated to the metabolic syndrome (MS), resulting in
several physiological changes, such as, glucose intolerance, dyslipidemia, hypertension and insulin
resistance, a set of symptoms intimately linked to the development of type Il Diabetes Mellitus (DM2).
Obese and/or diabetic people also present a low degree of chronic inflammation intertwining the
different MS clinical and physiopathological symptoms. Recently, the spleen, one of the main lymphoid
organs in our body, has been appointed as the active organ in the obesity inflammatory process.
Objective: This study investigated the effects of spleenectomy in SM induced through the neonatal
treatment with monosodium glutamate (MSG). Methodology: Wistar male rats received MSG
injections (4g/kg) from the first to the fifth day of life, while de control group (CON) received equimolar
saline. The animals were weaned on the 21% day and on day 60 half of the animals were submitted to
spleenectomy (ESPL) and the spleen was removed. Four experimental groups were formed. CON-NO
(not operated); CON-ESPL; MSG-NO; MSG-ESPL. From day 21 to day 90, food and water
consumption as well as body weight were evaluated. On day 90, pancreatic islets were isolated using
the collagenase technique and incubated in glucose (5,6; 8,3; and 16,7mM) or glucose (11.1 mM) plus
L-NAME (2,5; 5,0 and 10,0nM) inhibitor of the nitric oxide producing enzyme (iNOS). The insulin was
dosed through radioimmunoassay. Blood was collected and plasma separated for glucose,
triglycerides and total cholesterol biochemical dosages. Insulin resistance was evaluated using the
insulin tolerance test (1U/Kg). Hemogram automated analysis was also carried out. White and brown
fat depots, as well as pancreas and spleen were removed for histological procedures. Data was
expressed as mean + standard error of the mean (sem). Variance analysis (ANOVA), with Bonferroni
post-test (p<0,05) were employed. Results and Discussion: Rats MSG-NO presented insulin
resistance, increase of about 78% in the insulin, triglycerides and cholesterol levels. Additionally, the
content of body fat was around 215% higher in this group in relation to the CON-NO rats, without
changing the food control. The size of adipocytes and pancreatic islets was around 58% smaller in this
group when compared to CON-NO rats. Pancreatic islets of MSG-NO rats presented insulin
hypersecretion, followed by alterations in the response to the iINOS blocker. The hematocrit and
number of leucocytes was around 50% higher in MSG-NO rats when compared to the CON-NO group.
The ESPL abolished hyperinsulinaemia, insulin resistance and reduced the food ingestion in MSG
rats. However, ESPL elevated approximately 21% the level of triglycerides and cholesterol in the
MSG-ESPL. MSG-ESPL rats presented alteration in the lymphocyte and granulocyte profile after
surgery. The ESPL reduced approximately 25% and 63%, respectively, the hypertrophy of adypocites
and pancreatic islets in MSG rats, as well as normalized the insulin hypersecretion. Finally, SPL
normalized the response to the iINOS blocker. Conclusions: Spleenectomy reduces obesity,
hyperinsulinaemia and resistance to insulin in MSG rats, such alterations might be related to reduction
in the inflammatory process originated in the spleen.

Key words: Spleen, Inflammation, islets.
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1. INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE: CONCEITOS E EPIDEMIOLOGIA

A obesidade é considerada a epidemia do século XXI pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), sendo reconhecida hoje como um dos mais importantes
problemas de saude publica em todo o mundo, primariamente pela intima
associacao de excesso de tecido adiposo e a instalagao de graves doencas crénicas
e degenerativas. Estimativas indicam que no mundo 1,1 bilhbes de adultos
apresentam sobrepeso e, destes, 312 milhdes sao obesos (WHO, 2011). No entanto
existe uma diferenca significativa entre estes dados, dependendo do pais em
estudo, como em previsdes de prevaléncias superiores a 50% nos Estados Unidos e
superiores a 25% no Brasil para o ano de 2025 (KOPELMAN, 2000).

Um levantamento feito entre 2008 e 2009, com 188 mil pessoas, pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) destaca que na populagéo
adulta 48,5% dos brasileiros estdo acima do peso, sendo que 12,5% dos homens e
16,9% das mulheres encontram-se em um patamar de obesidade. Ficou evidente
também que ha um aumento da frequéncia do sobrepeso e da obesidade em funcéo
da faixa etaria. No caso dos homens entre 55 a 64 anos, 51% encontram-se em
sobrepeso e 19,9% séo obesos, enquanto entre mulheres nesta mesma faixa etaria,
48% encontram-se em sobrepeso e 21,3% sédo obesas. O excesso de peso e a
obesidade atingiam duas a trés vezes mais 0s homens de maior renda, além de se
destacarem nas regifes Sudeste, Sul e Centro-Oeste e nos domicilios urbanos. Nas
mulheres, as duas condicbes se destacaram no Sul do pais e nas classes
intermediarias de renda. Outro dado importante observado na mesma pesquisa €
gue entre criancas de 5 a 9 anos essa porcentagem também é alta. O IBGE revela
gue 36,6% das criancas brasileiras estdo acima do peso. Os indices de obesidade
também estdo num patamar elevado, crescendo muito nos ultimos 35 anos. Em
1974, apenas 1,4% das criancas eram obesas, saltando para 16,6% em 20009.
Verificou-se, ainda, o seguinte padrdo: ha mais criancas obesas nas localidades
urbanas e na regido sudeste do Brasil (IBGE, 2010).

Diferentes métodos podem ser utilizados para definir clinicamente a
obesidade, dentre os quais, destacam-se as pregas cutaneas, a circunferéncia da

cintura, a razdo cintura-quadril e o didametro sagital e o indice de massa corpoérea
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(IMC) (KONING et al., 2007). Para as medidas de excesso de gordura visceral
utiliza-se preferencialmente a medida da circunferéncia da cintura. Por se tratar de
uma Unica medida, estaria menos susceptivel a variacdes na mensuracdo e a
variabilidades étnicas. Consideram-se entdo os valores a partir de 88 e 102 cm
como associados a fatores de risco cardiometabdlicos elevados, respectivamente
para mulheres e homens. Outras técnicas mais especializadas e precisas de
determinacdo da adiposidade tém sido utilizadas na prética clinica e na pesquisa,
onde podemos destacar a tomografia computadorizada, a ressonancia nuclear
magnética, a bioimpedéancia (YOSHIZUMI et al., 1999) e o DEXA (dual energy x-ray
absorptiometry) (PARADISI et al.,, 1999). Todavia, as técnicas mais modernas
normalmente sdo de dificil acesso e de custos elevados, principalmente para
grandes analises populacionais. Deste modo, o método internacionalmente aceito e
mais utilizado para avaliacado da obesidade como um todo é o IMC, que € obtido pela
relacéo entre o peso corporal (Kg) e o quadrado da altura (Kg/m?) (MARK et al.,
1999; WHO, 2002). Individuos normais (eutréficos) tém IMC entre 18,5 e 24,9
Kg/m?, individuos em sobrepeso tém IMC entre 25,0 e 29,9 kg/m? enquanto obesos
tém IMC maior ou igual a 30 Kg/m® Baseado no IMC a obesidade é ainda
subdividida em diferentes graus, sendo obesidade de grau | (30< IMC =34,9), I
(35=<IMC =39,9) e Ill também designada de severa ou morbida (IMC=40). Apesar da
ampla aplicacdo do IMC, atualmente o método mais confiavel é a avalicacdo da

medida das pregas cutaneas, como indice marcador da obesidade (WHO, 2011).

Diversos estudos epidemiologicos e clinicos tém confirmado a contribuicdo
da obesidade para o desenvolvimento e avanco de varias doencas, como alguns
tipos de cancer, doencas pulmonares, distirbios psiquiatricos, alteracbes no
processo reprodutivo, esteatose hepatica, Diabetes Mellitus (DM), além do aumento
da mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV) (JAMES; RIGBY; LEACH,
2004). A obesidade é fator de risco independente para DCV, incluindo doenca
arterial coronariana (DAC), infarto do miocéardio (IM), angina, insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC), acidente vascular cerebral (AVC), hipertenséo arterial sistémica
(HAS) e fibrilac&o atrial (ROCHA; LIBBY, 2009). Estudo recente com mais de 37 mil
adolescentes mostrou que aqueles com um IMC maior, mesmo dentro da faixa de
normalidade, apresentam maior risco de DAC na vida adulta. Outro estudo realizado

com 5.209 participantes com mais de 44 anos foi utilizado para avaliar o efeito da
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obesidade sobre o risco de DCV, DM, HAS e hipercolesterolemia. Durante o
acompanhamento, o risco relativo ajustado para a idade para DCV foi de 1,46 nos
homens e 1,64 nas mulheres, e para hipertensédo foi ainda maior entre homens e
mulheres obesos (2,21 e 2,75, respectivamente) (TIROSHI et al., 2011). Alguns
dados também apontam a inter-relagédo ente IMC e DM tipo 2 (DM 2), onde observa-
se que a obesidade € o mais importante fator de risco ambiental para o
desenvolvimento do diabetes (PI-SUNYER, 1996). Em estudo baseado no
seguimento de 84 mil mulheres durante 16 anos, demonstrou que a obesidade foi 0
principal preditor do aparecimento do diabetes. Neste estudo o risco de desenvolver
diabetes foi 20 vezes maior entre o IMC de 30-34,9 Kg/m? e 38 vezes maior quando
o IMC era maior que 35 (HU et al., 2001).

O excesso de tecido adiposo esta associado ha um complexo quadro clinico
formado por obesidade abdominal, resisténcia a insulina (RI), intolerancia a glicose,
hipertenséo, hipertrigliceridemia e/ou reducdo dos niveis de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), o que caracteriza sindrome metabdlica (SM) (JAMES; RIGBY;
LEACH, 2004). A sindrome metabdlica é a mais comum doenca do metabolismo da
atualidade e também a maior responsavel por eventos cardiovasculares e de DM
(ISOMAA et al., 2001). E necessario definir que um dos mais importantes aspectos
fisiopatoldgicos e fenotipicos desta sindrome € a presenca da obesidade central ou
visceral (MARK et al., 1999; EIKELIS et al., 2003).

A perda da responsividade ao hormoénio insulina e o rompimento da
homeostase glicémica sdo marcas da SM. A RI instala-se nos musculos, no figado e
tecido adiposo, predispondo a intolerancia a glicose. A hiperglicemia ¢é
frequentemente exacerbada pelo aumento da gliconeogénese hepética, devido a
resisténcia a insulina no figado. Rl e elevacdo dos niveis plasmaticos de glicose
caracterizam a instalacdo de outra patologia de maior gravidade, o DM2, uma
doenca complexa causada por fatores genéticos e ambientais. Na grande maioria
dos individuos obesos a SM e a resisténcia a insulina precedem o diagndstico de
DM2, caracterizando a intima relacdo entre obesidade e a instalacdo desta doenca
(MEIGS et al., 2006). Segundo estimativas da OMS, em 2011, 346 milhGes de
pessoas em todo o mundo tém diabetes. O 6rgao alerta, entretanto, que o nimero

pode dobrar até 2030, caso ndo haja intervengdo no cenario global. Atualmente,
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quase 80% das mortes provocadas pela doenca sdo registradas em paises de
média e baixa renda (WHO, 2011). J4 no Brasil a Ultima estimativa do IBGE
realizada em 2008-2009 fornece o numero de 12.054.827 diabéticos no pais (IBGE,
2010).

A obesidade pode ser definida como uma enfermidade crénica, complexa,
de origem multifatorial, caracterizada por acumulo anormal ou excessivo de gordura,
na forma de triacilglicerois (TAGS) no tecido adiposo, bem como de maneira ectopica
em outros 6rgaos como o figado e pancreas (KOPELMAN, 2000). A obesidade pode
ser desencadeada por erros no metabolismo energético favorecendo o balanco
energético positivo, que ocorre quando o valor calérico ingerido é superior ao gasto,
promovendo aumento dos estoques de gordura corporal e elevando o peso corporal
(CARVALHO et al., 2012). O acumulo de massa adiposa ocorre devido a uma
combinagdo de multiplos fatores genéticos, hormonais, no sistema nervoso central
(SNC), bem como habitos alimentares e fatores ambientais, no entanto existem raros
casos de defeitos monogénicos. Estudos indicam que embora diversos fatores
contribuam, os habitos alimentares atrelados ao sedentarismo Sdo 0s principais
determinantes do ganho de peso nas populagbes (FAROOQI, 2006).

A composicao corporal esta baseada em dois tipos de massas corporais, a
massa magra, representada principalmente por masculos e a massa gorda, na forma
de depdsitos de gordura visceral e subcutaneo. Em individuos magros existe um
padrdo de maior quantidade de massa magra em relacdo a massa gorda, sendo que
em obesos este perfil apresenta-se comprometido e a massa gorda predomina sobre
a magra (GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005). Existem diferentes tipos de
depdsitos de gordura, entre eles estdo o tecido adiposo marrom (TAM), e tecido
adiposo branco (TAB), que esta distribuido na forma de tecido adiposo visceral
(TAV) e subcutaneo (TAS). O TAS é principalmente representado pelos depdésitos
abaixo da pele nas regides abdominal, gluteal e femoral. O TAV refere-se ao tecido
depositado proximo ou mesmo no interior das visceras da cavidade abdominal,
sendo bem exemplificado pela gordura mesentérica, omental e retroperitoneal. Além
dos tipos de massa corporal € importante ressaltar também que existem diferencas
no comportamento metabdlico da gordura intra-abdominal e o tecido adiposo
subcutaneo periférico ou gluteo-femoral, sendo o primeiro mais sujeito a lipolise.
(HARMELEN et al., 1998).
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Uma corrente de investigadores acredita que os acidos graxos livres (AGL)
provenientes da lipdlise na gordura visceral, liberados em grande quantidade na
circulacdo portal, tenham papel definitivo na génese da resisténcia tecidual a agao
insulinica, tanto a nivel hepatico como periférico, sendo que, estudos reportaram
evidéncias moleculares favoraveis a esta hipotese (BLACKBURN et al., 2003).
Todavia, parece que ndo sé a gordura visceral apresenta comportamento metabdlico
desfavoravel, mas também a gordura subcutanea. A gordura subcutanea localizada
na regido abdominal, principalmente abaixo da fascia abdominal, contribuiria para
piora da acdo da insulina, estando metabolicamente em uma posi¢do intermediaria
entre a gordura visceral e gluteo-femoral (KELLEY et al. 2000 ).

Nos mamiferos, além do TAB, deve também ser destacado o TAM. A
funcdo do TAM se resume basicamente a termogénese (producdo de calor), e
portanto, participa na regulacdo da temperatura corporal. Este tipo de tecido €
encontrado em pequenas quantidades no humano adulto, sendo encontrado
principalmente em fetos e recém-nascidos (VELLOSO, 2006). Os adipécitos deste
tecido diferenciam-se dos constituintes do TAB por serem menores, apresentarem
varias goticulas de gordura de diversos tamanhos dispersas em seu citoplasma
abundante. Apresentam também grande numero de mitocondrias, relacionadas a
sua funcdo de termogénese, sendo que a producdo de ATP €& menor devido ao
desvio do gradiente de protons pela UCP-1 (proteina desacopladora do gradiente de
prétons-termogenina) (CANNON; NEDERGAARD, 2004).

A regulacdo da massa corporal depende de um perfeito equilibrio entre a
ingestao alimentar e o gasto energético. Esse equilibrio € coordenado, em parte, por
neurdnios especializados localizados no hipotalamo, uma estrutura do SNC que tem
um papel fundamental na regulacdo de varios comportamentos que contribuem para
a homeostasia, como o comer, o beber e o controle da temperatura. As informacgdes
de fome e saciedade que modulam as redes neurais hipotalamicas sao dependentes
de diversos sinais periféricos, entre os quais se destacam a insulina produzida no
pancreas, a leptina produzida principalmente no TAB e os horménios incretinicos
polipeptideo insulinotropico dependente de glicose (GIP) e peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1) (HORVATH, 2005; MORTON et al., 2006).

A relacao funcional do hipotalamo com outras estruturas do SNC garante a
integracdo do sistema endocrino com outros sistemas efetores, como 0 motor e o

autonémico. O hipotalamo situa-se acima da hipéfise, ao redor do terceiro ventriculo.
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Ele possui varios grupamentos de células neuronais, denominadas nucleos. Dentre
eles podem ser citados o nucleo ventromedial (VMN), o ndcleo arqueado (ARQ) e o
nucleo paraventricular (PVN) (WILLIAMS et al., 2001)

Inicialmente acreditava-se que a regulacdo da ingestdo alimentar era
atrelada apenas aos centros da fome (LHI) e da saciedade (VMN). Essas areas, uma
vez estimuladas, aumentam e inibem a ingestdo alimentar, respectivamente.
Todavia, em ratos, lesdes nessas areas geram efeitos contrarios aos observados em
humanos. Atualmente, sabe-se que no hipotdlamo ndo existem areas definidas e
totalmente independentes, mas complexos circuitos neuronais relacionados
(KONTUREK, 2004; SAINSBURY; COONEY; HERZOG, 2002).

Estudos demonstram que o hipotalamo é uma estrutura que participa do
controle da manutencédo do peso corporal em determinado nivel, conhecido como
ponto de ajuste, que varia de individuo para individuo. O entendimento atual do
sistema envolvido nesta regulacdo sugere que, no hipotalamo, ha dois grandes
grupos de neuropeptideos envolvidos nos processos orexigenos e anorexigenos. O
ARQ é o principal nacleo que recebe os sinais liberados por estes neuropeptideos,
sendo entdo estes liberados para os demais nudcleos (KALRA, 1997). Os
neuropeptideos orexigenos sédo o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado
ao agouti (AgRP). Ja os neuropeptideos anorexigenos sdo o horménio alfa-
melandcito estimulador (Alfa-MSH) e o transcrito relacionado a cocaina e a
anfetamina (CART). Os neurdnios que expressam esses heuropeptideos interagem
entre si e com sinais periféricos (como a leptina, insulina, grelina e glucocorticéides),
atuando na regulacdo do controle alimentar e do gasto energético (KALRA et al.,
1999; SAINSBURY; COONEY; HERZOG, 2002).

1.2 TECIDO ADIPOSO BRANCO (TAB)

1.2.1 Metabolismo de Adipdcitos

O TAB é o principal reservatorio energético do organismo. Os adipécitos

sdo 0s Unicos tipos celulares especializados no armazenamento de grandes

guantidades de lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma; um

processo bioquimico que ocorre sem prejuizo para a funcionalidade celular. Os
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adipdcitos apresentam todas as enzimas e proteinas reguladoras necessérias para
sintese e armazenamento de &cidos graxos, um processo bioquimico denominado
lipogénese. Os substratos para este processso sao glicerol-3-fosfato e AGL
complexado a coenzima A. O glicerol, obtido da glicose, é convertido a glicerol-3-
fosfato, pela enzima glicerol quinase (GK), o qual é requerido para a esterificacéo de
acidos graxos livres a triacilglicerois. Em periodos em que ha excesso de substratos
energéticos, os adipécitos promovem lipogénese elevando os estoques de TAG
armazenados. Todavia, quando ha déficit calérico, os adipdcitos sdo estimulados a
realizar a lipdlise dos TAG, liberando glicerol e AGL no sangue para serem usados
como substratos energéticos pelos demais tecidos. Os acidos graxos circulantes
podem ser oxidados para a geracdo de ATP por outros 6rgaos. Os acidos graxos,
juntamente com o glicerol podem ser também substratos, no figado, para a
cetogénese e a gliconeogénese, respectivamente (STIPANUK, 2006).

A regulacdo dos processos lipogénicos e lipoliticos no tecido adiposo
dependem de uma série de sinalizadores, incluindo os niveis de nutrientes, sinais
aferentes dos tradicionais sistemas neurais autondémicos e diversos hormdnios
(AHIMA; FLIER, 2000). Na lipolise, os principais reguladores sdo as catecolaminas e
0s peptideos natriuréticos; ja as principais enzimas que hidrolisam TAGs sédo: a
lipase de triacilglicerois do tecido adiposo (ATGL), a lipase horménio sensivel (LHS)
e a lipase de monoacilglicerol (MGL) (LAFONTAN; LANGIN, 2009).

As catecolaminas provenientes do sistema nervoso simpatico (SNS)
produzidas na medula das glandulas supra-renais, adrenalina e noradrenalina, sédo
potentes ativadores da lipolise. Atuam via B;-, B2- € B3- adrenoreceptores e sua acao
acontece por estimulo da atividade da LHS e inibicdo da lipase lipoproteica (LLP).
Posteriormente acontece a ativacdo da adenilil ciclase, que aumentam a producéo
de AMP ciclico (AMPc), que estimula proteina quinase A (PKA) que fosforila LHS e
LLP. Ja peptideos natriuréticos, como o peptideo natriurético atrial (ANP) e o
peptideo natriurético cerebral (BNP) ativam guanilil ciclase, que aumentam producao
de GMP ciclico (GMPc), que ativa proteina quinase G (PKG). As duas quinases
ativadas fosforilam a perilipina e a LHS, estimulando a adenilil ciclase. No estado
ativado, a fosforilacdo da perilipina induz a uma alteracéo fisica da superficie da
goticula lipidica, facilitando o acesso da LHS fosforilada pela PKA, levando a
fosforilacdo da perilipina e também liberando o coativador AB-hydrolase-containing 5
(ABHD5), a qual se liga a ATGL, ativando-a. Ocorre entdo a hidrolise de TAG,
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produzindo diacilglicerol (DAG). A LHS e a MGL (monoacilglicerol lipase) hidrolisam
DAG a monoacilglicerol (MAG) e por fim este é hidrolisado pela MGL (LAFONTAN;
LANGIN, 2009). Além da lipdlise estimulada, a ATGL é essencial para a hidrélise
basal de TAGs (BEZAIRE et al., 2009).

No processo de lipogénese, o adipdcito requer fonte de glicerol-3-fosfato e
de AGL complexado a coenzima A. O primeiro provém da via glicolitica e o segundo
pode ter duas origens: sintetizados endogenamente a partir de Acetil Coenzima A
(AcetilCoA), e principalmente, obtidos da hidrdlise e captacdo de TAGs, contidos em
lipoproteinas (quilomicrons e lipoproteinas de densidade muita baixa, as VLDL)
circulantes (HOLLENBERG, 1966).

A obesidade é caracterizada pelo aumento de tecido adiposo, decorrente de
hipertrofia e hiperplasia, sendo que os adipécitos podem aumentar ou diminuir de
tamanho, de acordo com o equilibrio energético do organismo. Quando ocorre
aumento do tamanho dos adipdcitos, observamos a hipertrofia, e quando novas
células adiposas se formam a partir de células precursoras, também em resposta ao
equilibrio energético positivo persistente, caracteriza-se a hiperplasia (OTTO; LANE,
2005). A localizagéao, numero e tamanho do adipdcito sdo determinantes para suas
caracteristicas funcionais, e consequentemente, das patogéneses associadas a
obesidade. O tamanho do adipdcito é determinado pelo balanco entre 0os processos
de lipdlise e lipogénese, e representa a fase do ciclo de vida deste adipocito. Esta
célula acumula TAGs durante seu ciclo de vida, até certo ponto, a partir do qual a
proliferacdo destas células é acionada. Portanto, no geral, quanto maiores 0s
adipdcitos, mais avancados eles estdo no seu ciclo de vida (SMITH et al., 2006).

Os adipadcitos hipertroficos parecem ser metabolicamente mais ativos que
0S menores. Porém, parece que a partir de certo ponto de inflexdo, o limite de
estocagem no adipdcito é atingido, neste momento as vias lipogénicas sao
diminuidas, ha diminuicdo da sensibilidade a insulina, direcionamento da glicose a
lactatogénese, 0 que caracteriza um processo tardio e adaptativo, que limita
acumulo adicional de gordura em um tecido ja saturado (DIRAISON et al.,, 2002;
ORTEGA et al., 2010).

Muitos estudos tém relacionado o tamanho do adipocito a prognosticos
metabolicos adversos. Individuos com DM2 ou dislipidemia apresentam adipécitos
subcutaneos maiores que os individuos controle (HALLER et al., 1979; LUNDGRE et
al., 2007; TCHOUKALOVA et al., 2008). Correlagbes também tém sido encontradas
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em homens e mulheres saudaveis, entre a gordura subcutanea femoral, insulina e
TAGs plasmaticos no jejum (IMBEAULT et al.,, 1999). Outros estudos ainda
correlacionam adipécitos maiores com a insulina sérica, a resisténcia a insulina e o
aumento do risco de desenvolvimento do DM 2 (WEYER et al., 2000; LUNDGREN et
al., 2007).

1.2.2 O tecido adiposo, a obesidade e o processo inflamatério

Pesquisas nos ultimos anos tém demonstrado um novo papel para o tecido
adiposo atuando como 6rgao enddécrino. Nos adipdcitos ocorre também a secrecdo
de um grande numero de hormbnios e citocinas (conhecidas como adipocinas), que
afetam o metabolismo energético em outros tecidos como o figado e musculos,
assim como também foram encontradas atividades efetivas destas moléculas nas
vias neuroendocrinas e no processo inflamatorio sistémico (BARTNESS; SONG,
2007; KATAGIRI; YAMADA; OKA, 2007). As adipocinas produzidas e secretadas no
tecido adiposo influenciam uma variedade de processos fisiolégicos, entre eles, o
controle da ingestédo alimentar, a homeostase energética, a sensibilidade a insulina,
a angiogénese, a protecdo vascular, a regulacdo da presséo arterial, a coagulacao
sanguinea e o processo inflamatério. Alteragcbes na secrecdo de adipocinas,
consequentes a hipertrofia dos adipocitos podem constituir situacao relacionada a
génese do processo fisiopatoldégico da obesidade e suas complicacbes (HAVEL,
2004).

Um grande numero de citocinas e outras substancias bioativas foram
isoladas no tecido adiposo. Dentre estas substancias estdo leptina, interleucina 6
(IL-6), resistina, adiponectina, visfatina, TNF-a, proteina 1 quimiotaxica de monécitos
(MCP-1), proteina-4 ligadora de retinol (RBP-4), amiloide sérico A (SAA) e outras
(FUKUHARA et al., 2005). Sdo 24 adipocinas diferentes, ja relatadas em relacéo a
obesidade (FAIN, 2010), sendo que os niveis destas adipocinas sdo geralmente
elevados em humanos obesos, e suas concentragbes aumentam com o aumento da
obesidade. Algumas destas substancias tém seu perfil de atividade bem conhecido.
O SAA é uma adipocina secretada pelos adipécitos, que pode ter atividade
diretamente sobre os macréfagos para aumentar a producdo de citocinas
inflamatorias, tal como TNF-q, IL-1, IL-6, e resistina (LEHRKE et al., 2004). A maioria

destas adipocinas sao proteinas inflamatérias (assim como IL-8, PAI-1, MCP-1, IL-6,
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IL-1Ra, TNF-a e IL-18) ( GORDON, 1998), enquanto que poucas como a proteina C
reativa(PCR), haptoglobina e SAA sdo geralmente proteinas de fase aguda
primariamente liberadas pelo figado em resposta a inflamacgéo leve associada com a
obesidade (LEHRKE et al., 2004).

A obesidade esta associada com baixos niveis de inflamacdo (CLEMENT;
LANGIN, 2007), podendo ser vista como um processo inflamatorio subcronico
(WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). A resposta inflamatoria na obesidade envolve
componentes tipicos da reacdo inflamatéria, incluindo aumento sistémico de
citocinas pré-inflamatérias e adipocinas, bem como proteinas de fase aguda,
responsaveis pelo recrutamento e ativacdo de leucécitos e reparadoras de lesdo
tecidual (HOTAMISLIGIL, 2006).

Dados epidemioldgicos que associam inflamagdo com obesidade datam da
década de 50 e 60, quando estudos demonstraram aumento de proteinas de fase
aguda na obesidade (FEARNLEY; VINCENT; CHAKRABARTI, 1959). Pesquisas
realizadas nas ultimas décadas identificaram vias que ligam o sistema imune e o
sistema metabdlico. Estudos realizados por HOTAMISLIGIL et al.,, 1995 e por
KERN et al., 1995 demonstraram que o TNF-a tinha sua expressdo aumentada no
tecido adiposo de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica,
sendo este aumento relacionado a resisténcia a insulina. Adicionalmente, estudos
também demonstraram que elevados niveis de TNF-a sdo encontrados no musculo
e tecido adiposo de humanos obesos (HOTAMISLIGIL et al., 1995; KERN et al.,
1995). Estudos que avaliaram a secrecdo de TNF-a pelos adipécitos também
revelam correlacéo desta com o tamanho destas células secretoras: quanto maior 0s
adipdcitos, maior a secrecao da citocina (YANG et al., 2004).

No tecido existem um processo inflamatério que é agravado pela migracao
de diferentes subtipos celulares, entre eles macréfagos, mondcitos, eosinofilos,
mastacitos, células dendriticas, Natural Killer (NK), linfocitos TCD4 e TCD8. Destas
células os macrofagos tem revelado importante papel no que diz respeito a
inflamacéo que ocorre no tecido adiposo. Tanto TCD4, quanto TCD8 tém um papel
importante na resposta imune contra diversos patdgenos, sendo heterogéneas e
dindmicas, isto devido aos seus mecanismos de diferenciacao, distribuicdo tecidual
e resposta a diferentes estimulos. Os macrofagos polarizados sdo classificados em

dois grupos M1 e M2, enquanto macréfagos M1 possuem atividade bactericida e
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inflamatoria, os M2 sdo imunomodulatérios e tém atividade pro- e anti- inflamatoria
respectivamente. (LEHRKE et al., 2004; YANG et al., 2006; SUN et al., 2012).

Tem sido sugerido que o acumulo de macréfago ocorra em decorréncia a
hipertrofia destes adipécitos, producdo de citocinas pro-inflamatérias e que os
levariam a processo de necrose por diferentes vias apoptéticas. Existem estruturas
agregativas conhecidas como “crown-like structures” (CLS), que contém até 15
macréfagos agregados em torno de adipécitos que sofreram necrose (CINTI et al.,
2005). Acredita-se também que este recrutamento possa ser dependente de uma
producdo de quimiocinas, como a MCP-1, a proteina quimioatrativa de mondcitos-2
(MCP-2) e a substancia regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T
normais regulada na acdo (RANTES). Sendo que estas ativariam agéo citolitica de
outras células como linfocito TCD8 por sinalizagcdo de citocinas como TNF-a
(KANDA et al., 2006; WEINSBERG et al., 2006).

A importancia das substancias quimioatrativas para a migracdo de
macrofagos para o tecido adiposo pode ser observada em alguns estudos realizados
com camundongos deficientes para estas quimiocinas ou para receptores MCP-1.
Estes camundongos apresentam reducdo do recrutamento de macréfagos para o
tecido adiposo e melhora das alteracbes metabdlicas quando submetidos a dieta
hiperlipidica (KANDA et al., 2006; WEINSBERG et al., 2006).

Outra substancia com papel crucial na obesidade e que vem sendo
observada como ativadora do processo inflamatério e atuacdo sobre o sistema
imune é a leptina (ALAM; LARBI, 2012). A leptina € um importante marcador da
guantidade de tecido adiposo. O nome vem do grego Leptos que significa magro, é
uma proteina de 167 aminoacidos, produto do gene Ob, que foi inicialmente clonado
e sequenciado em camundongos e que se expressa principalmente no tecido
adiposo branco (HALAAS et al, 1995). A maioria absoluta dos casos de obesidade
em humanos esta relacionada a um quadro de hiperleptinemia, o que denota o
aumento do conteudo total de gordura corporal, como também, provavelmente, uma
resisténcia a leptina (CHEHAB; LIM; LU, 1996). A descoberta da producéo da leptina
pelos adipécitos marcou a primeira indicacdo de que o tecido adiposo também
funciona como um 6rgdo enddcrino que se comunica com o SNC e com tecidos
periféricos através da secrecdo de substancias que regulam o apetite e o
metabolismo (KERSHAW; FLIER, 2004).
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Dentre as diversas fungdes ja descritas da leptina, destaca-se sua acao em
nacleos hipotalamicos onde modula a ingestdo alimentar, bem como, o0 gasto
energético. Sua atividade ocorre primariamente no ARQ onde estimula neurdnios
anorexigenicos e inibe os orexigenicos. Adicionalmente ela eleva a atividade do
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e a termogénese favorecendo o aumento do
gasto energético (CAMPFIELD et al., 1995; MATOS; MOREIRA; GUEDES, 2003;
SCHUWARTZ et al., 1996). Evidéncias sugerem que a leptina promove a oxidacao
de TAGs do tecido adiposo e reduz o acumulo de gordura, inibindo a lipogénese e
estimulando a lipdlise (SEUFERT et al., 1999). Outro efeito da leptina é a acéo direta
e inibitéria sobre a secrecdo de insulina (ZIMMET; BOYCKO; COLLIER, 1999;
MUZUMDAR, R. et al., 2003).

A leptina pode ainda estar envolvida no processo inflamatorio frequente na
obesidade, através de efeito enddcrino para aumentar a producédo de citocinas dos
monocitos no sangue (MARGALET et al., 2003). Portanto, um ciclo continuo ligando
adipocitos e monocitos podem estimular e perpetuar o estado pro-inflamatorio
associado a obesidade (ALAM; NG; LARBI, 2012).

Existem evidéncias de um papel modulador da leptina sobre o sistema
imune, atuando no equilibrio e consequente aumento da producdo de citocinas de
perfil pré-inflamatorio, mostrando um papel relevante da leptina na resposta
inflamatoria (BUSSO et al., 2002). Outros estudos comprovam o aumento da
transcricdo e da traducdo do gene da leptina por estimulos inflamatérios, como o
lipopolissacarideo (LPS), IL-18 e IL-6 (LANDMAN et al., 2003).

O tecido adiposo também contribui produzindo substancias com atividade
anti-inflamatéria como a adiponectina, IL-10 e cortisol. No entanto em situacdes
relacionadas ao aumento da adiposidade, o que se observa € um desequilibrio entre
a producéo de fatores pro e anti-inflamatérios, que contribuiriam para a manutencao
de um nivel moderado de inflamacdo sistémica (SUGANAMI; OGAWA, 2010;
TOMLINSON et al., 2004).

1.3 PANCREAS ENDOCRINO: ILHOTAS PANCREATICAS
O controle glicémico é de suma importancia para manutencdo da homeostase

corporal, sendo que a insulina e sua secre¢cdo pelo pancreas sdo os principais

determinantes para que esta situacdo se estabeleca. O péncreas € composto por
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dois tipos principais de tecidos, os &cinos que secretam 0 Suco pancreatico no
duodeno, correspondendo a porcéo exdcrina do 6rgdo, enquanto a por¢ao endocrina
€ representada pelas llhotas de Langherans. As ilhotas sao constituidas por 4 tipos
celulares: células a (20 a 25%) que secretam glucagon, as células 3 (60 a 70%), que
secretam a insulina e amilina, as células 6 (10%) que secretam a somatostatina e as
células PP ou F secretando polipeptidio pancreatico. Estas estruturas se organizam
em torno de pequenos capilares, secretando insulina e glucagon diretamente no
sangue. A vascularizacdo destas estruturas acontece através de pequenas
arteriolas que penetram na porcdo central e se ramificam em pequenos capilares
gue convergem em vénulas levando o sangue as células vizinhas (a¢do paracrina da
insulina nas células a, 6 e PP) (ASHCROFT, 2012; HALL, 2011).

As células B s&o consideradas importantes por serem responsaveis pela
secrecdo de insulina. A insulina € o hormonio anabdlico mais conhecido, sendo
essencial para a manutencdo da homeostase de glicose, do crescimento e da
diferenciacdo celular. O horménio insulina foi descoberto em 1922 por Banting e
Best. Estudos moleculares posteriores demonstraram que a estrutura proteica da
insulina é constituida de 2 cadeias peptidicas retas (cadeias A e B). A cadeia A
contém 21 aminoacidos, enquanto a cadeia B contém 30 aminoéacidos, as
respectivas cadeias estdo unidas por 2 pontes de dissulfeto. Esse hormdnio &
secretado pelas células B das ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos
niveis circulantes de glicose, proteinas e lipidios apés as refei¢des. A insulina ativa &
formada nas células B a partir da pré-insulina. Durante a conversao da pro-insulina
em insulina, as enzimas na célula B efetuam a clivagem da proé-insulina em locais
especificos da molécula, formando duas substancias distintas que sdo denominadas
como: insulina ativa e peptideo C (GUVEN; KUENZI; MATFIN, 2004). A insulina
regula a homeostase glicémica em varios niveis, reduzindo a producédo hepéatica de
glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a sua
captacdo periférica, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. Tem também
importante papel no estimulo da lipogénese no figado e nos adipdcitos e na reducao
da lipdlise, bem como aumentando a sintese e inibindo a degradacdo proteica
(CARVALHEIRA; ZECCCHIN; SAAD, 2002).

A glicose € o principal estimulador da secrecao de insulina. O seu transporte
para o interior da célula 3 acontece através de uma proteina integral de membrana,

denominada transportador de glicose tipo 2 (GLUT2), que permite a rapida difuséo
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da glicose proporcional a sua elevagao plasmatica. Apds entrar na célula 3, a glicose
é fosforilada a glicose-6-fosfato (G-6-P) por duas enzimas: a hexoquinase IV
(glicoquinase) de baixa afinidade e a hexoquinase | de alta afinidade
(MATSCHINSKY, 1996). Entretanto, a hexoquinase | é fortemente inibida pela G-6-P
e, em menor grau, pela frutose-1-6-difosfato, o que transfere para a glicoquinase o
papel preponderante na fosforilagdo da glicose nas células . Esse mecanismo
funciona de forma a permitir a formacdo de G-6-P, em concentracdes fisioldgicas e
supra-fisiologicas de glicose no sangue (BOSCHERO, 1996; MALAISSE, 1992).

A exocitose dos granulos de insulina requer um aumento do célcio (Ca*?)
intracelular, em situag6es onde h&4 aumento dos niveis séricos de glicose. Estes ions
entram nas células B pelos canais de Ca' voltagem dependente. A abertura dos
canais de Ca*? voltagem dependente esta relacionada com oscilacées do potencial
de membrana das células B pancreaticas, o qual € intimamente regulado pelos
canais de potassio sensiveis ao ATP (K'atp) destas células. Os canais de K'arp
exercem um papel central na secre¢éo de insulina por acoplar o metabolismo celular
a oscilacdes do potencial da membrana. Quando os niveis plasmaticos de glicose
estdo em torno de 5,6 mM indicando um estado pré-prandial ou jejum, os canais de
K'atp estdo abertos, permitindo o efluxo de K'. A constante saida de cargas
positivas mantém a membrana hiperpolarizada o que impede a abertura dos canais
de Ca™ voltagem dependente e consequentemente evita a secrecdo de insulina
(ASHCROFT, 2012; HALL, 2011).

Durante os periodos pés-prandiais ocorre elevagcao da glicemia plasmatica,
h&d subsequente aumento da captagcdo de glicose pelas células B e posterior
metabolismo da mesma pelas vias glicoliticas e mitocondriais. O metabolismo
oxidativo da glicose pela célula B promove aumento na razdo ATP/ADP. O aumento
do ATP promove o fechamento dos canais de K*atp, impedindo o efluxo de K* e
promovendo oscilacbes da atividade elétrica que induzem a despolarizacdo da
membrana e abertura dos canais de Ca' voltagem dependente (ASHCROFT;
KRORSMAN, 2012).

Adicionalmente, a estimulagao das células B pela glicose também promove a
ativacdo de isoformas da enzima fosfolipase C (PLC), que promove a hidrdlise de
fosfolipides de membrana, gerando inositol 1-4-5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP; ativa os canais de Ca™ localizados na membrana do reticulo

endoplasmatico, e esta acdo leva a saida de Ca' da organela e aumento da
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concentracdo desse ion no citossol. O DAG, por sua vez, também produz o mesmo
efeito sobre a concentracdo de Ca' intracelular, ao ativar os canais de Ca*?
sensiveis a voltagem da membrana plasmética, permitindo a passagem do céation do
meio extracelular para o intracelular (BEST; DUNLOP; MAILASSE, 1984). O DAG
também ativa a proteina quinase C (PKC), e esta ativa proteinas dos granulos
secretorios de insulina que, juntamente com o Ca*?, promover&o a reorganizacdo do
citoesqueleto da célula 3, responsavel pela translocagdo desses granulos para as
proximidades da membrana plasmatica e consequente exocitose dos granulos de
insulina. Finalmente, outros nutrientes podem ser estimuladores da secrecdo de
insulina, tais como, lipideos e proteinas (PERSAUD; JONES; HOWELL, 1992).

A secrecdo estimulada pelos nutrientes € modulada pela acdo de diversos
hormbnios e neurotransmissores, que ajustam os niveis de insulina de acordo com
as necessidades fisiologicas. Dentre os diversos moduladores destacam-se o0s
horménios incretinicos gastrointestinais e o sistema nervoso autbnomo (SNA). O
trato grastrointestinal libera diversos hormbnios com acdo sobre o péancreas
endocrino, sendo GIP e GLP-1 os de acdo mais potente. Estes hormdnios séo
liberados por células enddcrinas intestinais apos a ingestdo de alimentos e via
corrente sanguinea estimulam a secregdo de insulina pelas células B. O efeito
incretina explica a significativa resposta secretéria das células f ao aumento
modesto da glicemia apds a refeicdo em individuos ndo diabéticos. (ASHCROFT;
RORSMAN, 2012).

As ilhotas pancreéticas sdo densamente inervadas pelo SNA simpatico e
parassimpatico, que também exerce papel importante, tanto com acdo dos
neurotransmissores e como dos neuropeptideos. A ativacdo do nervo vago,
componente do SNA parassimpatico, potencializa a secrecdo de insulina estimulada
por glicose, via acetilcolina (Ach). Os efeitos insulinotropicos colinérgicos dependem
da ligacao da Ach com receptores muscarinicos, especialmente o subtipo 3 (M3). De
maneira geral, a acado simpatica exerce efeitos inibitorios sobre a secrecdo de
insulina através da ativagao de receptores a,-adrenérgicos, promovidos pela ligacao
das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina (DAS; ROBINSON; PAULOSE,
2006).
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1.3.1 A Sinalizag&o da insulina

A insulina tem acdo em varios tecidos periféricos, incluindo figado, misculo
esquelético e tecido adiposo. Seus efeitos metabdlicos imediatos incluem: aumento
da captacao de glicose, principalmente em tecido muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem como bloqueio da producao
hepética de glicose, lipdlise e protedlise, entre outros. A captacdo da glicose em
tecidos insulino dependentes como musculo e o tecido adiposo depende da
translocacdo do transportador de glicose subtipo 4 (GLUT4) para a membrana
celular. Estas proteinas sédo os principais responsaveis pela captacdo da glicose
circulante nos humanos sendo fundamentais para a manutencdo do controle
glicémico (CZECH; CORVERA, 1999).

Para que as acoes fisiolégicas da insulina sejam executadas é necessaria a
ligacdo deste hormdnio a um receptor de membrana presente nos diversos tecidos,
com subsequente acionamento de vias intracelulares de sinalizagdo. A sinalizacao
intracelular da insulina comeca com a sua ligacdo a um receptor especifico de
membrana, o receptor de insulina (IR). Uma proteina heterotetramérica com
atividade quinase, composta por duas subunidades a e duas subunidades 3. Este
receptor atua como uma enzima alostérica na qual a subunidade a inibe a atividade
tirosina quinase da subunidade B, sendo que a ligagdo da insulina a subunidade a
permite que a subunidade [ adquira atividade quinase, levando a alteracao
conformacional e autofosforilacdo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do
receptor (PATTI; KAHN, 1998).

A insulina apés ligar-se a seus receptores promove a fosforilacdo de outras
proteinas com funcédo de substrato. Sabe-se da existéncia de 10 substratos para o
receptor de insulina, ja identificados, sendo quatro deles estruturalmente
relacionados, chamados de proteinas-substrato do receptor de insulina (IRS) (SAAD
et al. 1996). Cada proteina-substrato contém um dominio de homologia pleckstrin,
um dominio de ligacdo da proteina tirosina e numerosos residuos de tirosina que
sofrem fosforilacdo pelo receptor de tirosina quinase. As proteinas IRS variam no
gue tange a distribuicdo em tecidos e localizacdo subcelular (KABURAGI et al.,
2001). Outros substratos para o receptor da insulina incluem Shc (oncogene produto
do sarcoma como o colageno), Gab-1(proteina de ligagdo 1 associada ao GRB2),

p60%* Grb2 (fator de crescimento ligado ao receptor 2), Chl (proteina adaptadora
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Cas-Br-murino) e JAK2 (Janus Kinase 2) (PESSIN; SALTIEL, 2000). O primeiro
substrato proteico intracelular da insulina descrito recebeu o nome de substrato 1 do
receptor de insulina ou IRS-1 com 1235 aminoacidos (SUN et al., 1997).
Posteriormente, foi observado outra proteina de 190 kDa, identificada como IRS-2,
que € rapidamente fosforilada nos grupos tirosina em resposta a insulina
(CHEATHAM; KAHN, 1995). As proteinas IRS-1/2 desempenham funcéo essencial
na transmissdo do sinal insulinico e a fosforilacdo desses substratos permite a
interacdo com diversas proteinas adaptadoras ou com atividade enzimética,
caracterizando o efeito pleiotropico da insulina (AQUINO, 2009).

Apos serem fosforilados, esses substratos agem como moléculas
ancoradoras para proteinas que contém dominios de homologia com Src, tornando-
as ativadas ou associando-se a outras moléculas de sinalizagédo, e ligando uma
complexa cascata de eventos. Um exemplo de associacdo € com a enzima fosfatidil-
inositol-3-quinase (PI3K), que € uma enzima que contém dois sitios SH2 e um SH3 e
¢ a mais bem estudada molécula sinalizadora ativada pelo IRS-1. E uma
serina/treonina quinase e tem um papel importante em muitos processos celulares,
incluindo proliferacdo celular e captacdo de glicose (RUDERMAN et al., 1990). A
PI3K é a unica molécula intracelular inequivocamente considerada essencial para o
transporte de glicose (CZECH; CORVERA, 1999).

As proteinas-alvo conhecidas dessa enzima s&o quinase serina-treonina
(Akt) e as isoformas atipicas da proteina quinase C (PKC) (¢ e A). A Akt é uma
serina-quinase também envolvida na mobilizacdo do transportador de glicose
GLUT4 para a superficie celular e transporte de glicose (BROZINICK; Jr. ROBERTS;
DOHM, 2003).

Além da ativacdo da PI3K outros sinais também sdo necessarios para que a
insulina estimule o transporte de glicose, como uma segunda via que envolve a
fosforilacdo do proto-oncogene Cbl. Na maioria dos tecidos sensiveis a insulina, Chl
esta associado com a proteina adaptadora CAP. Apds ativado, o complexo Cbl-CAP
migra para a membrana celular e interage com a proteina Crkll, que também esta
constitutivamente associada com a proteina C3G (RIBON; SALTIEL, 1997). AC3G é
uma proteina trocadora de nucleotideos que catalisa a troca de GDP por GTP da
proteina TC10, que é uma pequena GTPase ativando-a. Uma vez ativada, TC10
causa um segundo sinal para a translocacdo da proteina GLUT4, em paralelo a
ativacdo da via da PI3K (CHIANG et al., 2001). Existe ainda outra via, onde a
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insulina estimula a mitogen-activated protein (MAP) quinase. Essa via inicia-se com
a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2. A
Grb2 estd constitutivamente associada a SOS, proteina que troca GDP por GTP da
Ras ativando-a. A ativacédo da Ras requer a participacao da SHP2. Uma vez ativada,
Ras estimula a fosforilagdo em serina da cascata da MAPK que leva a proliferacao e
diferenciacdo celulares (BOULTON et al., 1991). As diversas rotas de sinalizagao

descritas acima estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1- Representacdo esquematica das vias de sinalizac&o da insulina no tecido muscular e
adiposo.

O IR é uma tirosina quinase que se autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas intracelulares
como as proteinas IRS, Shc e Cbl. Apos a fosforilagdo estas se ligam a outras moléculas de
sinalizacdo através de dominios SH2, resultando na ativacdo de vias como a da Pl 3-quinase, a
cascata da MAPK e a ativagdo do TC10 via CAP/Chl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a

sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo intermediario

(Adaptado de BOULTON et al., 1991 ; BROZINICK; Jr. ROBERTS; DOHM, 2003).
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1.3.2. Inflamacao, resisténcia a insulina e célula 3

Os dois fatores mais importantes para evitar a instalagédo definitiva do DM2
sdo preservar a sensibilidade a insulina e manter a massa de células [3, sendo que
no processo inflamatério ambos os fatores sdo prejudicados (EMANUELLI et al.,
2001).

A resisténcia a insulina (RI) é uma condicdo, genética ou adquirida, na qual
concentracbes fisiologicas de insulina provocam uma resposta subnormal na
captacao de glicose pelas células. Em consequéncia da hiperglicemia decorrente da
menor captagdo da glicose, as células 3 pancreaticas aumentam a produgéo e
secrecdo de insulina, aumentando dessa forma a concentracdo circulante desse
hormonio. Assim, a Rl é acompanhada de hiperinsulinemia (CZECH; CORVERA,
1999). A capacidade das ilhotas pancreaticas em responder a elevacdes na
concentragdo plasmatica de glicose com aumento na secregdo de insulina é o
evento principal na preservacdo da homeostase glicEmica. Ela depende de uma fina
regulacdo na maquinaria secretoria das células. A secrecdo € ajustada
continuamente, de acordo com as flutuagdes dos niveis de nutrientes circulantes, em
especial, a glicose (HIRABARA et al., 2006).

A RI causada pela inflamacéo se da gracas a inibicdo da sinalizacao abaixo
do IR. A fosforilac&o inibitéria do IRS-1 em serina pode ocorrer ap0s a exposicao de
células ao TNF-a ou a altos niveis de AGL (AGUIRRE et al., 2000). Esta fosforilagao
do IRS-1 em serina reduz sua fosforilacdo em tirosina em resposta a insulina e sua
capacidade de se associar com o IR, bloqueando sua sinalizacdo e acdo (AGUIRRE
et al.,, 2002). A ativacdo das quinases JNK e IKKB na obesidade ressalta a
interligacéo entre as vias imunes e metabdlicas, pois estas sdo as mesmas quinases
gue sao ativadas na resposta imune inata pelos Toll-like receptors (TLRS) apds sua
ligacdo com o LPS, peptideoglicano e outros produtos microbianos (MEDZHITOV,
2001).

Além da ativacéo das serina/treonina quinases, outras vias contribuem para
a resisténcia a insulina induzida pela inflamacéo. Trés membros da familia da SOCS
(supressor da sinalizacdo de citocina), incluindo a SOCS-1, SOCS-3 e SOCS-6
foram implicadas na supressdo da sinalizacdo da insulina mediada por citocinas
(EMANUELLI et al., 2001). Essas moléculas parecem inibir a sinalizacédo da insulina

interferindo com a fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e do IRS-2 ou através do
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direcionamento do IRS-1 e do IRS-2 para degradacdo proteossdmica (RUI et al.,
2002). A SOCS-3 também apresenta um papel na regulacdo da acdo central da
leptina. Camundongos heterozigotos SOCS3+/- e camundongos com deficiéncia
neuronal da SOCS-3 mostram protecao contra a obesidade e RI induzidas por dieta
hiperlipidica (HOWARD et al., 2004).

Na obesidade o processo inflamatério cronico leva também em algumas
situacdes ao comprometimento da acdo secretéria das ilhotas de Langherans,
principalmente no que diz respeito a secrecdo de insulina pela célula B. Este
processo deve estar atrelado a hiperglicemia, levando ao estresse oxidativo e
também com deposicdo de amiloide sérico A (DONATH et al., 2005).

Existem também evidéncias de que algumas citocinas podem ter acao
destrutiva sobre as células 3 pancreaticas, sendo produzidas e secretadas por elas.
Dentre elas, podemos destacar a IL-13, um polipeptideo de 17 KD, que dependendo
da sua concentracdo produz disfuncdo destas células, podendo agir sozinha ou
associada ao TNF-a ou ao interferon- y (IFN-y) em ilhotas de ratos (POULSEN,
1996). No entanto, as ilhotas humanas sdo menos sensiveis a estes efeitos, mas a
exposicao destas ilhotas em cultura durante varios dias na presenca de IL-1 + TNF-
a + IFN-y também induzem a alteragdes funcionais na célula B (DONATH et al.,
2005).

Os radicais livres de oxigénio tém sido sugeridos como mediadores da acéo
toxica de IL-1B ou citocinas conjugadas em células B pancreaticas levando a lise
celular, no entanto o principal mecanismo envolvido com a destruicao das células 3
e gque levam a resisténcia a insulina, provocado pelas citocinas, principalmente IL-1
B e IFN-y, é através da producéo de Oxido Nitrico (ON). O ON é um radical livre com
diversas func¢des biolégicas, como vasodilatador, neurotransmissor, antimicrobiano e
anti-tumorais (DELANEYA et al., 1993). O ON é gerado a partir de uma reacédo de
conversdo de L-arginina em L-citrulina, que é catalisada por uma isoforma induzivel
da enzima éxido nitrico sintase (iINOS). Ha necessidade de sempre nova sintese de
iINOS quando estimulada por citocinas e LPS. Alguns efeitos nocivos mais
importantes do ON nas ilhotas sdo bem conhecidos, um deles é a inibicdo da enzima
mitocondrial aconitase, levando ao decréscimo do metabolismo oxidativo, da
geracdo de ATP e consequente diminuicdo na secrecdo de insulina. Outro efeito
seria a inducdo de dano no DNA nuclear. O ON no RE causa diminuicdo nas

concentracbes de célcio e inibicdo da sintese de proteinas chaperonas, o que
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dificulta os mecanismos de defesa da célula B e amplifica as vias pré-apoptoticas
(EIZIRICK et al., 1993, CNOP et al., 2005).

O processo inflamatério nas ilhotas pode ser evidenciado pelo aumento
significativo de IL-1B produzida e secretada por macrofagos locais, bem como pelo
namero crescente de receptores para IL-1B (IL-1RA) na célula B, e o aumento da
sua expressao. A producdo desta citocina por estes macréfagos € estimulada tanto
por adipécitos em hipertrofia, como pela prépria célula 3, induzida por quantidades
excessivas e acumulo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e de glicose no seu
interior. Este acumulo pode levar ao estresse oxidativo, apoptose € um processo
autoinflamatério local, o que daria origem a uma grande quantidade de antigenos,
responsaveis pelo recrutamento de macréfagos as ilhotas (KOLB; MANDRUP-
POULSEN, 2005; LARSEN et al., 2007).

Ha também evidéncias que a IL-1B tem funcdo de auto estimulo sobre sua
ativacdo. A ativacado acontece via receptores IL-1RA e também na producdo de
outras citocinas dependentes de IL-13, como IL-6 e TNF-qa, levando a apoptose de
células B (LARSEN et al., 2007).

Citocinas como IL-1B8 e TNF-a agem através de mecanismos semelhantes.
Sendo assim, ambas as citocinas, apos se ligarem ao seu receptor especifico de
membrana (IL-1R e TNFR, respectivamente), fosforilam um complexo com atividade
guinase denominado complexo Quinase no NF-kB (IKK). Este por sua vez, fosforila
uma proteina denominada IkB que se encontra ligada ao fator de transcricido NFkB.
Enquanto ligados, o NFkB permanece inativo no citosol das células 8, mas quando a
IkB é fosforilada pelo complexo IKK esta ligacdo se desfaz, permitindo a ativacao do
NFkB. Uma vez livre no citossol, o NFKB pode agora migrar para o nucleo celular e
regular a expresséo de genes apoptéticos como Bax, Fas, c-myc e iNOS (ORTIS et
al., 2012). Ja o IFN-y, ao se ligar ao seu receptor (IFN-y R1), induz a fosforilacao de
outras quinases, como JAK 1 e 2, que por sua vez induzem a ativacado de NFkB,
além de também induzirem a ativacéo do fator de transcricdo STAT-1, que regula a
expressao de outros genes envolvidos ho mecanismo apoptético como o Bcl-2, Pdx1
e MafA (WANG; GUAN; YANG, 2010).

Aliado a isso, apesar de uma citocina conseguir, isoladamente, alterar a
funcdo das células B, muitos estudos apontam que uma combinacdo de citocinas
exibe efeitos nocivos ainda maiores sobre estas células. Estudo recente demonstrou

gue os niveis de apoptose celular pela via JAK/STAT causados pelo IFN-y
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adicionado a cultura de células B, foi maior quando em combinagcdo com o TNF-q,
mesmo o TNF-a nao possuindo capacidade de ativar de forma isolada a via
JAK/STAT (BARTHSON et al., 2011). Outras pesquisas demonstraram que IFN-y e
TNF-a quando adicionados em conjunto a cultura de células 8 de ratos, conseguem
ativar uma importante via apoptética denominada via p53/p21, o que ndo acontece
se estas citocinas forem adicionadas a cultura separadamente (WANG; GUAN;
YANG, 2010).

No entanto, na maioria dos experimentos ndo se pode relacionar este
aumento de IL-1B ou outra citocina local ao aumento de seus valores séricos, ja que
se trata de um pequeno volume quando comparados ao sangue total do individuo e
outras situacdes de processo inflamatério podem elevar tais valores. Estabeleceu-se
ainda uma importante relacdo com o processo inflamatério das ilhotas, diminuicao
da secrecao de insulina e uma diminuicao na atividade anti-inflamatoria local. Todos
estes processos levam a uma consequente diminuicdo da secrecao de insulina e a
um possivel quadro de pré-diabetes e DM (DINARELLO, 2000).

Alguns estudos, no entanto, mostram-se contrarios aos anteriores e utilizam
a dosagem sérica das citocinas e outras substancias diretamente ligadas ao
processo inflamatorio como PCR e SAA para avaliacdo de Rl e DM. Segundo os
autores foi verificado aumento significativo destas substancias em pacientes que
eram obesos e desenvolveram Rl e DM, relacionando os valores encontrados no

soro a estes processos (LARSEN et al., 2007).

1.4 O BACO E SUA RELACAO COM O PROCESSO INFLAMATORIO

O baco é um 6rgdo ovoide grande, situado na parte alta da cavidade
abdominal esquerda. Especializado em filtrar sangue e prender antigenos presentes
no sangue, podendo responder as infec¢des sistémicas. Os antigenos e os linfécitos
presentes no sangue sao carregados para 0 baco através da artéria esplénica
(MEBIUS; KRAAL, 2005). O baco é o maior 6rgéo linfoide secundario em humanos,
tendo um papel crucial na resposta imunoldgica inata contra invasao bacteriana
tanto em humanos como em roedores (BOHNSACK; BROWN, 1986). A organizagao

morfoldgica geral do baco esta representada no esquema da figura 2.
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Figura 2. Esquema morfolégico e funcional do baco.

O baco é circundado por uma capsula que estende inUmeras projecdes (trabéculas) para o interior
formando uma estrutura compartimentalizada, sendo que os compartimentos séo de dois tipos: polpa
vermelha e polpa branca, que estdo separadas por uma zona marginal difusa. A polpa vermelha
esplénica consiste de uma rede de sinusoides com uma populacdo de macrofagos e numerosos
eritrécitos; sendo que estes Ultimos quando velhos ou defeituosos sdo destruidos neste local e
removidos pelos macréfagos. A polpa branca circunda ramos da artéria esplénica, formando a bainha
linfoide periarteolar (PALS) habitada principalmente por linfécitos T. A zona marginal localizada
perifericamente a PALS é rica em células B organizadas nos foliculos linfoides primarios (Adaptado
de STEINIGER; BARTH, 2000).

O baco contém mais de 15% dos macréfagos de todo o organismo, fixados a
ele, bem como um namero substancial de linfocitos T (LT) e células Natural Killer
(NK), sendo que estas células produzem vérias citocinas durante estados criticos
(GIROIR et al., 1992).

Ha uma importante relacédo entre o tipo de citocinas produzidas pelo baco e
a recirculacao dos linfécitos TCD4 ou T helper (Th), bem como a diferenciacdo de

seus subgrupos Thl e Th2. Linfocitos Thl e Th2 se desenvolvem a partir de células
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precursoras virgens e varios fatores contribuem para esta diferenciacdo como, por
exemplo, o tipo de célula apresentadora de antigeno, a natureza dos sinais co-
estimulatorios, via e dose de administracdo do antigeno e presenca de citocinas.
Dentre estes sinais polarizadores para Thl ou Th2, a contribuicdo do ambiente de
citocinas é considerado um fator crucial (GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004). Apesar
da caracterizacdo mais recente de outras subpopulacdes celulares tais como Th1l7 e
T reguladoras, a contribuicdo fundamental das subpopulacdes Thl e Th2 para a
resposta imune dos tipos celular e humoral, respectivamente, continua sendo um
dos paradigmas da imunologia (ROMAGNANI, 2005).

Os linfocitos de perfil Th2 tem papel anti-inflamatério sobre células f
pancredticas, pela liberacdo de IL 4, 5 e 10, cuja acdo € antagbnica a outras
citocinas, como o TNFa e a IL6, atuantes nos linfocitos T n&o diferenciados (ThO),
suprimindo desta forma sua diferenciacdo em Thl. Os linfocitos de perfil Thil,
promovem atraveés da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como Interleucina 2
(IL2) e TNFB a ativagado de macréfagos, os quais atuam na resposta imune celular
(ABBAS; LICHTMAN; 2005; ROITT, et al., 2001; ROMAGNANI, 2005).

Em individuos magros e em auséncia de diabetes, de modo geral ha uma
tentativa de equilibrio entre os dois tipos de perfis de citocinas oriundas dos perfis
Thl e Th2, no entanto em situacfes de DM e obesidade ha uma modificacdo neste
perfil que se desvia para um aumento de citocinas pro-inflamatoérias e diminuicao
das citocinas anti-inflamatorias. Estudos realizados em ratos obesos mostraram um
aumento de citocinas pro-inflamatorias, tal como IL-6 e TNF-a no bago. Em
contraste, IL-10 que é uma potente citocina anti-inflamatoria e que inibe a sintese de
citocinas pro-inflamatérias tem sua sintese diminuida. Ela é sintetizada por diversos
tipos celulares em mdltiplos érgédos, incluindo o baco. Grandes quantidades de IL-10
sdo produzidas por células B ativadas, que sofrem maturacdo na zona marginal do
baco (PESTKA et al.,, 2004). No entanto novas evidéncias mostram que a IL-10,
produzida pelas células B, tem importante papel na regulacdo da supressdo da
resposta imune. Baixos niveis de producdo de IL-10 tém sido demonstrados na
obesidade. Baseado nestes fatos, uma hipotese é levantada, onde presume-se o
fato de a obesidade estar ligada a supressao da sintese de IL-10, resultando em
processo inflamatorio e Rl (GOTOH et al., 2012%).

Em trabalho realizado por Carvalho em 2012 foi feita a retirada do baco

(esplenectomia) em camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica
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obtendo os seguintes resultados: nos camundongos obesos esplenectomizados,
houve grande aumento na sensibilidade a insulina, refletida por redugéo na glicemia,
insulinemia e TNF-a circulante quando comparado com camundongos obesos néo
operados. A inflamacdo estava reduzida no figado, musculo e tecido adiposo dos
animais esplenectomizados, e como consequéncia, a via de sinalizacdo de insulina
estava mais ativa em comparagao aos camundongos obesos que tiveram os bacos
mantidos. Também houve reducdo na infiltracdo de macréfagos, no figado e no
tecido adiposo apdés a esplenectomia em animais obesos (CARVALHO, 2012).
Outros pesquisadores, no entanto que realizaram esplenectomia em animais
controle, sem obesidade induzida, e posteriormente a esplenectomia aplicaram dieta
rica em gorduras. Houve instalacdo de um quadro de obesidade e resisténcia a
insulina nos animais operados, quando comparados aos nao operados. Tais
resultados foram justificados pelos autores pela deficiéncia de IL-10 nestes animais,
resultante da retirada do baco, o que gera um processo de inflamacéo hipotalamica
e sistémica (GOTOH et al., 2012").

1.5 O MODELO DE OBESIDADE MSG

Em decorréncia do grande impacto da obesidade na saude dos seres
humanos, modelos experimentais animais de obesidade tém sido desenvolvidos
com o objetivo de possibilitar maior conhecimento sobre essa doenca, bem como
sobre as formas de trata-la. Um dos modelos que usa animais de experimentacao, é
a lesdo hipotalamica, desenvolvido por Olney em 1969. Este modelo tem sido
descrito por mimetizar, pelo menos em parte, a situacdo clinica de sindrome
metabdlica rotulada como obesidade neuroenddcrina. Assim, em ratos, essa
obesidade pode ser conseguida por meio da administracdo subcutanea de glutamato
monossodico (MSG), um aminoacido neuroexcitatério que em doses elevadas é
lesivo ao SNC (MACHO et al., 2000; CUNHA et al., 2010). J& foi demonstrado que a
administracdo subcutanea dessa substancia em ratos no periodo neonatal, quando a
barreira hematoencefalica nédo esta totalmente desenvolvida, resulta em uma
degeneracdo aguda do ARQ que leva, além da obesidade, a disfuncdo sexual,
parada no crescimento, déficit comportamental em roedores e alteracfes no controle
cardiovascular (HIRATA et al., 1997). As doses de MSG que levam ao

desenvolvimento de obesidade visceral variam de 2 a 4 g/Kg de peso do rato e
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podem ser administradas de 4 a 10 doses nos primeiros dias de vida (GRASSIOLLI
et al, 2006; VOLTERA et al., 2008).

Ha evidéncias também de que os animais obesos deste modelo experimental
desenvolvem maior deposicado de tecido adiposo na regido central, possivelmente
em virtude de hipercorticosteronemia. Entretanto, as diferentes anormalidades
endocrinas dos ratos tratados com MSG acabam por determinar certo grau de
aumento da eficiéncia metabdlica e deficiéncia na ingestdo alimentar (hipofagia),
induzida pela toxicidade do MSG. Estas alteragdes fazem com que, diferentemente
de outros modelos experimentais de obesidade, esses ratos nao apresentem
hiperfagia e, deste modo, mantenham o peso dentro da normalidade apesar do
acumulo de gordura visceral (LORDEN; CAUDLE, 1986).

As lesdes geradas pelo MSG produzem a denominada obesidade
hipotalamica por meio de diversas alteragdes metabdlicas, como hiperinsulinemia e
prejuizo da termogénese (CUNHA et al., 2011; KRONGRAD et al. 1992). Além disso,
sabe-se bem que a hiperinsulinemia pode induzir RI em modelos experimentais de
obesidade (LE MARCHAND; FREYCHET; JEANRENAUD, 1978,). Embora os
primeiros estudos indicassem em testes de tolerancia oral a glicose, que ratos MSG-
obesos nao eram resistentes a insulina (CAMERON; CUTBUSH; OPAT, 1978), em
estudos mais recentes observou-se que animais MSG apresentaram RI. A RI é
observada como uma disfuncéo do IR, assim como na transducdo de sinal interno,
observando-se um esfor¢go extremo da célula B destes animais em produzir niveis
cada vez maiores de insulina para tentar manter a normoglicemia, sendo que esta
hiperatividade pode culminar em estresse oxidativo e perda de funcdo celular
(GRASSIOLLI et al., 2006; MACHO et al., 2000; MIRANDA et al, 2012). Também foi
constatado que este modelo experimental de obesidade mostrava-se com um
namero de transportadores de glicose (GLUT4) diminuidos no musculo esquelético
(MACHADO; SHIMIZU; SAITO, 1993).

Ha também importante relacdo entre a diminuida atividade simpatica neste
modelo e a diminuicdo da termogénese na gordura marrom interescapular, com
menor gasto de energia e deposito em forma de gordura no tecido adiposo branco, o
gue levaria a um aumento de tamanho destes adipdcitos, caracterizando obesidade
hipertréfica (KOZAK; ANUCIADO-KOZA, 2008).

No modelo MSG existem evidéncias também de um processo de inflamagéo

observado na obesidade, bem como suas consequéncias. Em alguns estudos ratos
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tratados com MSG mostraram aumento da expressao de RNAm para TNFa, IL-6,
resistina e leptina, além do aumento dos niveis plasmaticos de insulina, resistina e
leptina. No entanto os niveis plasmaticos de TNFa e de IL-6 ndo foram afetados na
mesma magnitude da expressdo dos seus genes. Foi verificada também uma
relacao direta entre a elevacdo de TNFa e hiperinsulinemia neste estudo. Outra
relacdo importante entre 0 modelo MSG e o processo inflamatério € a presenca de
macroéfagos infiltrados no tecido adiposo dos animais deste modelo. Em relacdo as
analises histologicas do pancreas, ndo se observam alteracbes compativeis com
processo inflamatorio local (RAMOS, 2010).

Até 0 momento ndo ha estudos relacionando esplenectomia e modelo de
obesidade induzida por MSG. Considerando que h& presenca de processo
inflamatorio também neste modelo de obesidade, vale avaliar o papel do bago neste
processo, bem como instigar a futuros tratamentos que atrelem obesidade

hipotalamica e processo inflamatorio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a participacdo do baco na instalacdo das complicacdes metabdlicas

promovidas pela obesidade-MSG.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Induzir a obesidade e a sindrome metabdlica em ratos tratados neonatalmente
com glutamato monossédico (MSG).

b) Avaliar o papel do bago na resisténcia a insulina em ratos MSG-obesos.

c) Investigar o perfil secretor de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas de ratos

MSG obesos submetidos ou ndo a esplenectomia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 INDUCAO DA OBESIDADE

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), machos cedidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) sendo que
todos os procedimentos foram realizados com a aprovacdo do comité de Etica em
Pesquisa Animal da UEPG (Protocolo 03482-2012/ Processo CEUA 17).

Os animais receberam durante os primeiros 5 dias de vida injegbes
subcutaneas de glutamato monossédico MSG (4g/Kg de peso corporal). Animais
controles (CON) receberam salina equimolar. Os animais foram desmamados aos 21
dias, permanecendo em condi¢des controladas de luminosidade (12h claro-escuro) e
temperatura (21 + 2°C) durante todo o periodo experimental. Agua e ragdo foram

fornecidas ad libitium.

3.2 ESPLENECTOMIA

Aos 60 dias de vida parte dos animais de ambos os grupos foram
submetidos a retirada do baco (esplenectomia - ESPL). Para o procedimento
cirargico, os animais foram anestesiados intramuscularmente, com uma mistura (v:v)
de xilazina 0,2 mg/g de peso de cada animal e cetamina 0,5 mg/g de peso de cada
animal. Posteriormente os animais foram laparotomizados, o baco localizado e
posteriormente os vasos esplénicos amarrados com fio cirdrgico verde de poliéster
de 3x3 mm da marca PolySuture® e o baco retirado. A regido do corte foi suturada
com o mesmo tipo de fio cirdrgico utilizado para amarrar 0s vasos e 0S animais
devolvidos ao biotério. Outro grupo sofreu o processo de falsa-cirurgia, sendo
chamado falso operado (FO), onde o procedimento inicial da cirurgia foi o mesmo do
grupo operado, no entanto apos serem laparatomizados, os animais foram suturados
sem a retirada do baco. Desta forma tivemos 6 grupos experimentais: Controle Nao
Operado (CON-NO); Controle Falso Operado (CON-FO), Controle Esplenectomizado
(CON-ESPL), MSG Né&o Operado (MSG-NO); MSG Falso Operado (MSG-FO) e
MSG Esplenectomizado (MSG-ESPL).
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3.3 AVALIACAO DO PESO E CONSUMO DE RACAO E AGUA

Apo6s o desmame, aos 21 dias, os animais passaram a ser pesados com o
intervalo de 2 dias, assim como o0 consumo de agua e ragcdo avaliado, até a
esplenectomia. Aos 60 dias (apés a esplenectomia) até o sacrificio, os animais
passaram a ser avaliados diariamente, tanto quanto ao peso, como em relacédo ao
consumo de agua e racado, sendo que nao houve pesagens aos sabados e domingos
e foi feita correcdo matemética para o consumo didrio nestes dias. Nao houve
diferenca entre os grupos FO e NO e os demais experimentos foram realizados
apenas com 4 grupos: CON-NO, CON-ESPL, MSG-NO e MSG-ESPL.

3.4 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT):

Esta técnica expressa a sensibilidade a insulina de forma direta in vivo.
Parte dos animais foi submetido ao teste do ITT, 1 dia antes do sacrificio, estando
sob jejum de 12 horas, onde somente agua foi oferecida. Os animais receberam
uma dose intraperitoneal de insulina (LU/Kg) e coletas de sangue foram feitas pela
veia caudal, nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min apés a administracéo de insulina
e a glicemia avaliada com glicosimetro Accu Check Active Roche®. A razdo de
gueda da glicemia indica a sensibilidade periférica a insulina, avaliada
estatisticamente pela constante K;rr, que corresponde a queda da glicose expressa
em % / minuto. A interpretacdo do Krr se baseia no fato de que quanto mais rapida
e intensa for a queda da glicose, mais sensivel € o individuo a insulina. Quanto
maior o Kt maior a sensibilidade a insulina. O célculo e da pela seguinte férmula
0,693/t12, onde t;, € 0 tempo de meia vida em minutos (BONORA et al. 1987).

3.5 RETIRADA DE ORGAOS E TECIDOS

Aos 90 dias e estando sob condicdo de jejum de 12 horas, onde somente
agua foi oferecida, animais de todos os grupos experimentais foram sacrificados por
decaptacdo. Foi realizada a medida do comprimento naso-anal (CNA) em cm, e
calculado o indice de Lee, que € obtido pela raiz cubica da massa corporal (Q)
dividida pelo CNA (cm) (BERNARDIS; PATTERSON, 1968). O pancreas, o baco, o

coracédo, o figado, a gladula adrenal direita, o rim direito, bem como as gorduras
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mesentérica, inguinal, perigonadal e marrom foram retirados, pesados e
armazenados para posteriores procedimentos histolégicos, conforme descrito
abaixo.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

ApGs o sacrificio aos 90 dias de todos 0s grupos experimentais, 0 sangue
total foi coletado em tubo de ensaio heparinizado, centrifugado em 3000 rpm por 15
minutos e o plasma separado para dosagens de glicose, triglicérides, colesterol total
e insulina. As dosagens bioquimicasforam realizadas por métodos enziméticos
usando kits comerciais Gold Analisa® conforme instrucdo do fabricante e a insulina
por RIE.

3.7 DETECCAO DE PROTEINA C REATIVA (PCR)

Com o plasma coletado dos animais sacrificados foi realizado o teste de
aglutinacéo por latex usando kit comercial Labtest®, conforme instrucéio do fabricante
para a técnica qualitativa, com sensibilidade de 6,0 mg/L. Foi observada também a
possibilidade da presenca dos efeitos de zona, sendo entdo realizados os testes
com amostras puras e diluidas na proporcao de 1:5. Ndo houve necessidade da
realizacdo da técnica semi-quantitativa, visto que em nenhuma amostra observou-se

aglutinacao.

3.8 HEMOGRAMA

O sangue dos animais sacrificados foi coletado imediatamente em tubo
contendo EDTA, homogeneizado e posteriormente analisado em aparelho de
Hematologia Cell Dyn Aboott® do Laboratério Escola da Universidade Estadual de
Ponta Grossa. Foram analisados o numero de leucdcitos totais (uL), granuldcitos (%
de leucécitos), linfocitos (% de leucécitos), bem como eritrécitos (/uL), hematécrito
(%) e hemoglobina (g/dL).
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3.9 ISOLAMENTO DE ILHOTAS

Aos 90 dias os animais foram decapitados e em seguida submetidos a
laparotomia para localizacdo do ducto hepatico comum, seguindo a técnica da
colagenase (LACY; KOSTIANOVSKY,1967; HARA et al., 1988). Foi realizada a
oclusdo da porc¢ao final do ducto pancreatico para posterior perfusdo do pancreas
através deste ducto. O volume de 8 mL de solucdo de Hanks (1,3mM CacCl,; 0,8 mM
MgSO.; 5,4 mm KCI, 0,4 mM de KH,POg4; 4,3 mM NaHCOg; 137 mM NacCl; 0,3 mM
NazHPO4; 5,6 mM CgH;2,06) em pH 7,4 contendo colagenase tipo V a 1mg/mL,
suplementado com 0,1% albumina bovina (fracéo V) foi injetado no ducto biliar dos
animais. O pancreas de cada grupo de ao menos 4 animais, contendo a solucéo,
formou um pool, foi homogeneizado com vigor, lavado com a solucdo de Hanks e
transferido para banho-maria a 37°C durante 15 minutos, e centrifugada. Com auxilio
de lupa e pipeta as ilhotas foram coletadas manualmente e separadas em grupos de
4.

3.10 PRE-INCUBACAO E INCUBACAO DE ILHOTAS

Foram isolados grupos de 4 ilhotas e pré-incubadas por 60 minutos em
solucdo de Krebs com pH de 7,4 contendo: 120mM NacCl; 4.8mM KCI; 2.5mM
CaCl2; 1.2mM MgCl2, 24mM NaHCO3, e 5.6 mM de glicose. A incubacdo aconteceu
em condicdes gasosas especiais, a 37° C contendo 02/CO2 (95/5%) em incubadora
SANYO North America Corporation. Depois deste periodo o liquido foi descartado e
as ilhotas foram submetida a diferentes concentacdes de glicose: 5,6; 8,3 e 16,7mM
e incubadas por outros 60 minutos. Apos esta incubacéo foi retirado 1mL de solucéo
das placas e armazenadas em microtubos a -80° C até a dosagem de insulina por

radioimunoensaio (RIE).

3.11 EFEITO DO BLOQUEADOR DA INOS SOBRE A SECRECAO DE INSULINA
INDUZIDA POR GLICOSE

Foram isolados grupos de 4 ilhotas e pré-incubadas por 60 minutos em
solucéo de Krebs com pH de 7,4. A incubacdo aconteceu nas mesmas condices

da pré-incubacéo, sendo as ilhotas submetidas a incubacdo com 11,1 mM de glicose



49

foram adicionadas as diferentes concentracdes de Nitro-metil-L-arginina (L-NAME)
(2,5 mM; 5 mM e 10 mM. Apds este periodo foi retirado 1mL de solucdo das placas
e armazenadas em microtubos a -80° C até a dosagem de insulina por RIE.

3.12 ANALISES HISTOLOGICAS

ApoOs 90 dias, os animais foram sacrificados e foram retirados péancreas,
baco, bem como gordura marrom, mesentérica, inguinal e perigonadal.Estes tecidos
foram posterteriormente fixados em Alfac (85mL de Alcool 80%, 10 mL de
formaldeido 40% e 5mL de acido acético glacial) para andlise histomorfologica. A
fixacdo permaneceu por 16 horas, em seguida as pecas eram transferidas para
solucao estoque (&lcool 70%), sendo inclusas apés isso em parafina (Paraffin Wax®)
seguindo protocolo do Laboratério de Histologia da Instituicdo, onde se utilizou
tratamento com alcool, desde 70% até absoluto e xilol. As pecas foram seccionadas
em microtomo a 4um de espessura, seguindo o padrdo de corte seriado,
descartando-se aproximadamente 20 cortes entre cada lamina (x 80um).

Apbs 24 horas as laminas ja identificadas foram submetidas ao protocolo de
coloracdo hematoxilina-eosina (HE) e foram fotografadas em diferentes ampliacoes,
de acordo com as estruturas a serem avaliadas, em microscopio de campo claro
(Olympus BX41) com captura digital das imagens (Software DP-Controler®). Para
avaliacdo e mensuracao das estruturas presentes nas imagens utilizou-se o software
Pré Image-J®. Foram utilizadas de 4 a 5 animais por grupo, e 3 cortes de cada um
destes, resultando em um numero de 12 a 15 Iaminas por grupo.

Avaliou-se a gordura mesentérica, perigonadal e inguinal pela area e niumero
dos adipdcitos (aumento de 200x). No pancreas foi avaliado o numero total e o

tamanho das ilhotas por corte, com aumento de 40x.

3.13 DOSAGEM DE INSULINA POR RADIOIMUNOENSAIO (RIE)

A dosagem de insulina foi realizada pela técnica de RIE. Tal dosagem é

baseada no principio de interacdo competitiva entre moléculas de insulina humana
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radioativa marcada com iodo 125 (1'%), da marca Perkin Elmer® e das moléculas de

insulina das amostras em andlise, ndo radioativas. A competicdo acontece por
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anticorpos anti-insulina de rato. Apds centrifugacdo da solugcdo as moléculas de

insulina ligadas aos anticorpos ficam no sobrenadante.

A andlise da radiacdo foi realizada utilizando-se o contador GAMA® e
desenvolvida uma curva padrdo de calibragdo. A partir da curva de calibracao foi
guantificada a insulina de cada amostra dosada, sendo que existe uma propor¢cao de
razao direta entre a radioatividade emitida e a quantidade de insulina nao radioativa.
Obtém-se mais insulina radioativa livie no precipitado da solu¢do quanto for a
quantidade de insulina da amostra ligada o anticorpo. A leitura é feita em cpm/min e
convertida para o log da concentragao de insulina em ng/mL.

3.14 ANALISES ESTATISTICAS

Os valores foram expressos como a média + erro padrdo da média (epm). Os
dados foram avaliados estatisticamente com o programa Graph Pad Prism®, versdo
5.0 usando teste Andlise de Variancia (ANOVA) com poés-teste de Bonferroni pela

selecdo de pares de colunas, com p<0,05 como critério de significancia.
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4. RESULTADOS

Todos os resultados apresentados seguem a mesma sequéncia descritiva de
grupos, inicialmente descreveremos o efeito do tratamento neonatal com MSG em
relacdo ao CON, e posteriormente o efeito da esplenectomia dentro de cada grupo

experimental.
4.1 PARAMETROS BIOMETRICOS E OBESIDADE

A tabela 1 demonstra o efeito da esplenectomia sobre e 0s parametros
biométricos e o peso dos 6rgdos em animais CON e MSG. Animais MSG-NO
apresentaram reducéo de 16,6% e 9,11% respectivamente no peso corporal e CNA
em relacdo ao grupo CON-NO. Deste modo, o IL foi 7,6% maior no grupo MSG-NO
comparado ao grupo CON-NO (p<0,05). Nenhum destes parametros foi afetado pela
esplenectomia em ambos os grupos. Conforme também demonstra a tabela 1 o
peso do coracdo, rim, figado e baco foi cerca de 20% menor em ratos MSG-NO
comparados aos respectivos 6rgaos no grupo CON-NO (p<0.05). A esplenectomia
nao alterou o peso dos 6rgdos em ambos 0s grupos, exceto na glandula adrenal. A
glandula adrenal dos grupos CON-ESPL e MSG-ESPL aumentou 14,63% e 26,92%

respectivamente em relacdo aos respectivos grupos nao operados (p<0,05).
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Tabela 1. Parametros biométricos e Peso de Orgdos em Animais Esplenectomizados.

Os valores representam a média + o erro padrao da média; n= 10 a 15 ratos para todos 0s grupos. As
letras sobre os niumeros indicam diferencas de p<0,05 na andlise de variancia ANOVA com pds-teste
Bonferroni (selecionados pares de grupos). ® diferenca em relac&o ao grupo CON-NO; b diferenca em
relacdo ao grupo MSG-NO.

CON-NO CON-ESPL MSG-NO MSG-ESPL
Peso 324,10+6,69° 298,30+7,04 270,30+6,13% 247,80+8,07
Corporal
(9)

Comprimento ~ 21,84+0,19° 21,81+0,35 19,85+0,25° 19,10+0,26
Naso-Anal
(cm)

indice de Lee  0,305+0,004° 0,304 £0,004 0,328 +0,003® 0,329 + 0,004

Coracéao 0,413+0,009° 0,401 + 0,017 0,343 +0,008% 0,352 +0,010
(9/1009)

Rim 0,4332+0,011° 0,4167 + 0,009 0,3335+0,013% 0,3320 + 0,006
(9/1009)

Adrenal 0,0082+0,0004 0,0096+0,00022 0,0078+0,0006 0,0099+0,0011°
(9/1009)

Figado 3,179+0,086° 2,995+0,074 2,760+0,065% 2,885+ 0,059
(9/1009)

Baco 0,2377 + 0,006 ° 0,1740 + 0,0052
(9/1009)

4.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS E RESISTENCIA A INSULINA

Na tabela 2 estdo representados os efeitos da esplenectomia sobre os
parametros bioquimicos e a resisténcia a insulina em ratos CON e MSG. Ratos
MSG-NO apresentaram aumento de 78,4%, 14,9% e 181,7% respectivamente nos
niveis plasmaticos de insulina, colesterol total e triglicerideos comparados ao grupo
CON-NO (p<0,05). Conforme também demonstra a tabela 2, ratos MSG apresentam
uma reducéo de 43,7% no K;rr em relacdo ao grupo CON, confirmando a resisténcia
a insulina. Os niveis glicémicos e insulinémicos foram reduzidos em 15% e 41,26%
no grupo MSG-ESPL em relagéo ao grupo MSG-NO (p<0,05). Estes parametros nao
foram afetados pela esplenectomia no grupo CON-ESPL. Para o grupo experimental
MSG-ESPL a retirada do bacgo elevou em 21,9% os niveis de colesterol total

comparado ao grupo MSG-NO (p<0,05). Similarmente, no grupo MSG-ESPL houve
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aumento de 20,4% nos niveis de triglicerideos em relacdo ao MSG-NO (p<0,05). Em
ambos 0s grupos a esplenectomia melhorou a sensibilidade & insulina. O KITT foi
30% e 99% maior respectivamente nos grupos CON-ESPL e MSG-ESPL
comparados aos grupos néo operados CON e MSG (p<0,05).

Tabela 2. Parametros bioquimicos e Kt Os valores representam a média + o erro padréo; n= 10 a
15 ratos para cada grupo. As letras sobre os numeros indicam diferencas de p<«0,05 na andlise de
variancia ANOVA com poés-teste Bonferroni (selecionados pares de grupos) ® diferenca em relacdo ao
grupo CON-NO; b diferenca em relacéo ao grupo MSG-NO.

CON-NO CON-ESPL MSG-NO MSG-ESPL

Glicose 84,33 +4,15 72,56 + 3,93 86,56 + 1,70 73,56 + 3,78"
(mg/dL)

Colesterol 106,1+554 108,4+6,49 121,9+6,09 1486 +8,33"
(mg/dL)

Triglicerideos 453+4,10° 47,0+4,10 1256+540*° 153,6+7,50°

(mg/dL)
Insulina 0,247+0,04° 0,240 +0,03 0,441 +0,07% 0,259 +0,03
(ng/mL)

Kt 2,68+0,29° 348+026 151+0,24% 3,00+0,44°

(%/minuto)

4.3 HEMOGRAMA

Na tabela 3 esta a representacdo do hemograma, bem como, os efeitos da
esplenectomia sobre suas variaveis. A quantidade de hemacias e o hematdcrito
foram aproximadamente 24% maiores no grupo MSG-NO comparado ao CON-NO
(p<0,05). Todavia, os niveis de hemoglobina ndo foram diferentes entre estes dois
grupos. No grupo CON-ESPL os niveis de hemoglobina foram 9,4% maiores em
relacdo aos grupos CON-NO (p<0,05).

Na tabela 3 também podemos observar que o nimero de leucdcitos totais esta
aumentado 29,1% em relacdo ao grupo CON-NO. Os linfocitos foram 23% menores
no grupo MSG-NO em relacdo ao grupo CON-NO (p<0.05). Todavia, a quantidade
de granuldcitos foi 91% maior nos animais MSG-NO comparados aos mesmos

subtipos celulares no grupo CON-NO (p<0,05). Em ambos 0s grupos experimentais
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a esplenectomia elevou 72% e 42% respectivamente os niveis de leucdcitos, nos
grupos CON-ESPL e MSG-ESPL comparados aos respectivos grupos nao operados
(p<0,05). Em animais MSG-ESPL houve aumento de 42,6% no numero de
leucécitos e reducao de 11,8% no numero de granuldcitos comparado ao MSG-NO
(p<0,05). A esplenectomia ndo afetou estas medidas no grupo CON. Nem o

tratamento com MSG, nem a esplenectomia afetaram os niveis de PCR.

Tabela 3. Parametros Hematolégicos Os valores representam a média + o erro padrdo; n= 10 a 15
ratos para cada grupo. As letras sobre os numeros indicam diferengas de p<0,05 na analise de
variancia ANOVA com poés-teste Bonferroni (selecionados pares de grupos) ® diferenca em relacdo ao
grupo CON-NO; b diferenca em relacéo ao grupo MSG-NO.

CON-NO CON-ESPL MSG-NO MSG-ESPL

Eritrocitos 6,14+0,14° 6,91+0,052 7,50+0,132 7,67£0,44
(x10%/uL)

Hematdcrito (%) 33,61 +0,56° 37,18 +0,21 42,43 +0,58% 42,11 +2,41

Hemoglobina 14,90 £0,20 16,30+0,14% 14,90 + 0,33 15,90 +0,24"
(g/dL)

Leucdcitos (/uL) 6930 +209° 11984 +276 8947 + 456° 12763 +903°
Linfécitos (%) 77,80+0,41° 77,51+0,62 59,91 +1,57* 63,40+ 2,19

Granuldcitos (%) 22,20 £0,41° 22,50 +0,62 42,30+ 1,35* 37,3 +2,06"

Proteina C Reativa «6,0+0 «6,0x0 «6,0+0 «6,0+0
(mg/L)

4.4. AVALIACAO DO CRESCIMENTO, DO CONSUMO DE RACAO E AGUA

A figura 3A representa a evolugdo do peso corporal e a area sob a curva
(ASC) dos animais CON e MSG no periodo anterior a esplenectomia (21 a 59 dias).
Ratos MSG apresentam reduzido peso corporal durante o crescimento, conforme
demonstra a curva evolutiva em relacdo aos ratos CON. Considerando a analise da

ASC deste periodo podemos notar que animais MSG apresentam diminuicdo de
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19,9% em relagdo a ASC do grupo CON (p<0,05). A figura 3D representa a
evolucao do peso corporal e ASC dos animais CON e MSG no periodo posterior a
esplenectomia (60-90 dias). Conforme demonstra o grafico, ratos MSG continuaram
tendo menor peso corporal em relagdo aos ratos CON durante o desenvolvimento
corporal. Deste modo, a ASC do peso corporal foi 21% menor no grupo MSG neste
periodo em relacdo aos animais do grupo CON (p<0,05). A esplenectomia néo
afetou o peso corporal em ambos 0s grupos experimentais.

As figuras 3B e 3E representam a curva de consumo de racdo dos animais
antes da cirurgia (21 aos 59 dias) e poés-esplenectomia (60 aos 90 dias)
respectivamente, bem como as respectivas ASC de cada periodo estdo
representadas nos inserts. Conforme demonstram os dados das figuras 3E nao
houve diferenca no consumo de racéo entre os grupos CON e MSG nao operados
em ambos os periodos avaliados. Todavia, apds a esplenectomia, houve diminuicao
do consumo de racdo de 18,6% e 15,3%, respectivamente nas ASC dos grupos
CON-ESPL e MSG-ESPL em relacdo aos respectivos grupos nao operados.

O consumo de agua de todos os grupos e as respectivas ASC estao
representado nas figuras 3C e 3F no periodo que antecedeu a cirurgia (21 aos 59
dias) e no periodo pos-esplenectomia (60 aos 90 dias) respectivamente. A ASC do
consumo de agua foi 14,1% maior nos animais MSG em relacdo ao CON no periodo
de 22 a 59 dias. Esta diferenca foi abolida durante o desenvolvimento. Todavia, no
periodo pés-esplenectomia 0 a ASC do consumo de agua foi 10,8% maior no grupo
MSG-ESPL comparado ao MSG-NO.
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Figura 3. Avaliacdo do crescimento, do consumo de racdo e agua: Os valores representam a
média * erro padrdo da média; n= 10-15 ratos por grupo. A evolu¢do do peso corporal, 0 consumo
alimentar e de agua com as respectivas ASC antes da cirurgia (21 a 59 dias) estdo representados
nos painéis a esquerda (3A, 3B, 3C). Estes mesmos parametros estdo representados a esquerda da
figura para o periodo posterior a esplenectomia (3D, 3E, 3F). As letras sobre as colunas indicam
diferencas de p<0,05 na analise de variancia ANOVA com pds-teste Bonferroni (selecionados pares
de grupos) ® diferenca em relacdo ao grupo CON-NO; b diferenca em relagdo ao grupo MSG-NO,
*diferenca entre CON-NO e MSG-NO no teste t de Student’s.

4.5. AVALIACAO DOS DEPOSITOS DE GORDURA

Para andlise do acumulo de tecido adiposo branco foram retirados os

depdsitos subcutaneos, representado pela gordura inguinal (Figura 4B) e depdésitos
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viscerais, representado pelas gorduras, mesentérica (figura 4A) e perigonadal
(Figura 4C). Conforme demonstram os graficos (A,B,C) ratos MSG-NO
apresentaram um aumento de aproximadamente 181,6% em todos os depdsitos de
gordura em relagdo ao grupo CON-NO (p<0,05). Os depdsitos Vviscerais,
mesentérico e perigonadal foram reduzidos 10,2% e 13,42% respectivamente no
grupo MSG-ESPL em relacdo aos mesmos depdsitos no grupo MSG-NO (p<0,05).
Todavia, animais MSG-ESPL apresentaram aumento de 30,7% na gordura inguinal
em relacdo ao grupo MSG nao operado (p<0,05). A figura 4D também demonstra os
efeitos da esplenectomia no conteldo de gordura marrom. Ratos MSG-NO
apresentam aumento de 85,3% em relagdo ao CON-NO. Novamente animais MSG-
ESPL apresentaram aumento de 20% no conteddo de gordura marrom comparado
ao grupo MSG-NO (p<0,05). Nenhum dos depdésitos foi afetado pela esplenectomia
no grupo CON.
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Figura 4. Avaliagdo do Conteddo de tecido adiposo branco e marrom em ratos
esplenectomizados: Os valores representam a média + epm; n=10 a 15 ratos por grupo. Os
depdsitos viscerais brancos estdo representados nas Figuras A e C, enquanto o depésito branco
subcutaneo esta representado na Figura B. O tecido adiposo marrom esta representado na Figura D.
As letras sobrescritas as colunas indicam diferengas significativas de p<0,05 na andlise de variancia
ANOVA com poés-teste Bonferroni (selecionados pares de grupos): ® diferenca em relagdo ao grupo
CON-NO; " diferenca em relacdo ao grupo MSG-NO.

4.6 SECRECAO DE INSULINA ESTIMULADA POR GLICOSE

Os efeitos da esplenectomia na secrecao de insulina estimulada por glicose
estdo representados na Figura 5. llhotas pancreaticas do grupo MSG-NO
apresentaram aumento de 40,2% na secrecao de insulina em relagdo ao grupo
CON-NO apenas na presenca de elevadas concentracdes de glicose (16,7 mM). Em
ambos os grupos experimentais a esplenectomia ndo afetou a secrecdo de insulina
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estimulada por 5,6mM ou 83mM de glicose. Todavia, no grupo MSG-ESPL a
secrecdo de insulina estimulada por 16,7mM foi reduzida 31,4% em relacdo a
secrecéo do grupo MSG-NO (p<0,05).
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5- ] MSG ESPL
©
S o 47 a
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Figura 5. Secrecdo de Insulina Estimulada por Glicose: Os valores representam média + epm.
Quatro a seis animais foram usados por grupo, sendo realizadas no minimo 20 observacfes para
cada concentracdo de glicose avaliada. As letras sobrescritas as colunas séo indicativas dos valores
cujas diferengas sao significativas, com p<«0,05 em analise de varidncia ANOVA com pods-teste
Bonferroni realizada entre os pares de grupos selecionados e comparados: ? diferenca em relagéo ao
grupo CON-NO; b diferenca em relacéo ao grupo MSG-NO.

4.7. EFEITO DA ESPLENECTOMIA NA ACAO DO BLOQUEADOR DA NOS SOBRE
A SECRECAO DE INSULINA ESTIMULADA POR GLICOSE:

Para avaliar o papel do ON sobre o controle secretor de insulina em ratos
esplencetomizados nés usamos o inibidor da NOS, L-NAME (LN) em diferentes
concentragbes, conforme demonstram os dados da Figura 6. Todas as
concentracfes de L-NAME foram avaliadas na presenca de glicose a 11,1mM. Os
valores sdo expressos em porcentagem, apos normalizacdo, sendo o 100%
representado pela presenca apenas de glicose dentro de cada grupo. Em todas as
concentracfes avaliadas a adicdo de L-NAME elevou aproximadamente 30% a
secrecdo de insulina estimulada por glicose no grupo CON-NO. Todavia, no grupo
MSG-NO a adicdo de L-NAME inibiu em aproximadamente 40% a secrec¢do de
insulina estimulada por glicose. A esplenectomia néo alterou o efeito do L-NAME no
grupo CON. Porém, a esplenectomia reverteu o efeito do L-NAME no grupo MSG-
ESPL. llhotas isoladas de ratos MSG-ESPL apresentaram um aumento de
aproximadamente 35% na secrecao de insulina estimulada por glicose na presenca
do bloqueador da NOS.



60

C3 CON-NO

=1 CON-ESPL

@l MSG-NO
200, =3 MSG-ESPL

Secrecdo de Insulina

LN 2,5 mM LN 5,0 mM LN 10 mM

Figura 6. Efeito do L-NAME sobre a secrecdo de insulina: Os valores na figura demonstram a
média + o epm. Foram feitas de 20 a 40 pocos para cada situacdo. A linha pontilhada representa
apenas a concentracdo de glicose de 11 mM, equivalente a 100%. Os simbolos acima das colunas
sdo indicativos dos valores cujas diferengas sao significativas, com p<0,05 pela analise da variancia
(ANOVA) com pds-teste Bonferroni versus glicose 100% (11,1mM).

4.8. HISTOMORFOLOGIA DOS DEPOSITOS DE GORDURA EM RATOS
ESPLENECTOMIZADOS:

Na figura 7 (A-L) estdo demonstrados os aspectos histoldgicos relativos ao
tamanho e numero de adipdcitos dos depdsitos de gordura visceral e subcutanea em
animais esplenectomizados, enquanto na figura 8 (A-D) estdo demonstrados os
aspectos histolégicos relativos ao numero de adipécitos do tecido adiposo marrom.
O grupo MSG-NO apresentou reducdo de 64%, 55% e 33% respectivamente no
namero de adipécitos na gordura mesentérica (8G), inguinal (8C) e na gordura
perigonadal (8K) em relacdo aos mesmos depdsitos no grupo CON-NO (p<0,05).
Adipécitos dos ratos MSG-NO apresentaram hipertrofia de aproximadamente 181%
em todos os depdsitos em relacdo aos adipécitos dos ratos CON-NO (p<0,05). No
grupo MSG-ESPL (8 D, H e L) a retirada do baco promoveu uma reducdo de
aproximadamente 36% na hipertrofia dos adipocitos em todos os depdsitos
avaliados em relacdo ao grupo MSG-NO (p<0,05). O nimero de adipdcitos nao foi
afetado pela esplenectomia em ambos os grupos no tecido adiposo branco. Os

respectivos valores estao representados na tabela 4. No tecido adiposo marrom
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houve diminuicdo de 37% no numero de adipécitos no MSG-NO em relagdo ao
CON-NO, enquanto a esplenectomia promoveu aumento de 28% no CON-ESPL e
de 49% no MSG-ESPL em relagdo aos seus respectivos grupos nao operados.
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Figura 7. Andlise histolégica do Tecido adiposo em animais esplenectomizados: Laminas Histologicas de diferentes depdsitos de gordura, coradas por
HE de todos os grupos, n= 12 a 15 l&aminas por grupo, visualizadas no aumento de 20x. A- Gordura inguinal CON-NO. B- Gordura inguinal CON-ESPL. C-
Gordura inguinal MSG-NO. D- Gordura inguinal MSG-ESPL. E- Gordura mesentérica CON-NO. F- Gordura mesentérica CON-ESPL. G- Gordura mesentérica
MSG-NO. H- Gordura inguinal MSG-ESPL. I- Gordura perigonadal CON-NO. J- Gordura perigonadal CON-ESPL. K- Gordura perigonadal MSG-NO. L-
Gordura perigonadal MSG-ESPL.



63

Tabela 4. Parametros relativos aos depositos de gordura: Os valores representam a média + o erro padréo; n= 10 a 15 ratos para cada grupo. As letras
sobre os numeros indicam diferengas de p<0,05 na analise de varidncia ANOVA com pds-teste Bonferroni (selecionados pares de grupos): * diferenga em
relacdo ao grupo CON-NO; b diferenca em relacéo ao grupo MSG-NO.

CON-NO CON-ESPL MSG-NO MSG-ESPL
Diametro NUmero Diametro NUmero Diametro NUmero Diametro NUmero
(Mm) (/lcampo) (Mm) (/lcampo) (Mm) (/campo) (Mm) (/lcampo)
4420 213,1 3475 203,4 13883 77,31 8660 90,93
MGordtu'rg + + + + + + + +
esenterica 167" 10° 6842 9 417° 6 204" 6
6435 101,5 5965 114,1 12924 67,50 8598 69,33
Gordura
Perigonadal * b ib * * * * * b *
182 10 139 5 3492 32 203 3
Gordura 5076 126,7 5766 115,3 16644 56,78 10658 72,80
Inguinal + + + + + + + +
119° 3P 134 5 4922 42 310° 3
61,9
Gordura 48,1 + 30,4 45,2
- + - + +
Marrom - 232 *

26" 1,42 29"
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Figura 8. Andlise histologica do Tecido adiposo marrom em animais esplenectomizados:
Laminas Histoldgicas de diferentes depositos de gordura, coradas por HE de todos os grupos, n= 12
a 15 laminas por grupo, visualizadas no aumento de 40x. A- CON-NO. B- CON-ESPL. C- MSG-NO.
D- MSG-ESPL.

4.8.HISTOMORFOLOGIA DO PANCREAS EM RATOS ESPLENECTOMIZADOS:

Os efeitos da esplenectomia sobre a histomorfologia das ilhotas pancreaticas
estdo representados nas figuras 9. As médias dos valores avaliados estéo
apresentados na Figura 10. Illhotas pancreaticas de ratos MSG-NO apresentam
hipertrofia. A area das ilhotas pancreaticas do grupo MSG-NO foi 54% maior em
relacdo a éareas das ilhotas do grupo CON-NO. A esplenectomia promoveu uma
reducdo de 63% na hipertrofia das ilhotas no grupo MSG-ESPL em relagédo ao grupo
MSG-NO (p<0,05). Adicionalmente, o grupo MSG-ESPL apresentou aumento de
61% no numero de ilhotas em relagcdo ao MSG-NO.
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Magnificationi®4,00 x

Figura 9. Laminas de histologia do péancreas evidenciando ilhotas de Langherans em animais
esplenectomizados: Laminas Histologicas do pancreas, coradas por HE de todos os grupos, n= 12 a
15 laminas por grupo, visualizadas nos aumento de 4x e 20x. A-CON-NO 4x. B- CON-NO 20x. C-
CON-ESPL 4x. D- CON-ESPL 20x. E- MSG-NO 4x. F- MSG-NO 20x. G- MSG-ESPL 4x. H- MSG-
ESPL 20x. As setas indicam ilhotas de Langherans nos dois aumentos.
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Figura 10. Avaliagdo do tamanho e do numero de ilhotas pancreaticas: Os valores na figura
demonstram a média = o epm. As letras sobrescritas as colunas sdo indicativas dos valores cujas
diferengas sdo significativas, com p<0,05 em andlise de varidncia ANOVA com pds-teste Bonferroni
realizada entre os pares de grupos selecionados e comparados: ? diferenca em relagido ao grupo
CON-NO; ° diferenca em relagdo ao grupo MSG-NO.
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5. DISCUSSAO
5.1 MODELO DE OBESIDADE MSG

O modelo de lesdo hipotalamica induzido pela aplicagcdo neonatal de
elevadas doses de MSG vem sendo utilizado desde a década de 60 como método
de inducdo de obesidade em roedores (BALBO et al. 2007; GRASSIOLLI et al.,
2006; MACHO et al.,, 2000; OLNEY, 1969). Corroborando com os dados da
literatura, nosso estudo demonstrou que animais tratados neonatalmente com MSG
apresentaram atraso no desenvolvimento, acompanhado de excessivo acumulo de
gordura corporal, hiperinsulinemia, dislipidemia, resisténcia a insulina. Deste modo,
nosso trabalho confirma a efichcia do tratamento com MSG para reproduzir as
caracteristicas da SM também encontrada em humanos obesos (GRASSIOLLI,
GRAVENA; MATHIAS, 2007; MACHO et al., 2000). Estas varias alteracOes
metabolicas e hormonais sdo consequéncias das lesdes no hipotdlamo, mais
especificamente do ARQ que leva, além da obesidade, a disfuncédo sexual, parada
no crescimento, déficit comportamental em roedores e alteragbes no controle
cardiovascular (HIRATA et al., 1997; PARK; KIM; DAN, 2007). A lesdo no ARQ
acontece sobre o efeito de altas doses de MSG, promovendo efeito neurotoxico por
aumentar de forma persistente, a condutancia ibnica da membrana, alternando o
potencial de repouso normal. Na tentativa de restauracdo dos gradientes idGnico e
osmotico, ha exaustdo dos estoques energéticos e morte celular (COYLE et al.,
1981). Entre as consequéncias destas lesfes esta a reducdo na liberacdo do
horménio liberador de horménio de crescimento (GHRH) e consequentemente
diminuicdo das concentracdes de horménio do crescimento (GH). Esta reducédo na
liberacdo do GH esta associada a reducao do tamanho corporal, e também contribui
para menor atividade lipolitica (TAMURA et al., 2002). Deste modo, a reducdo do
GH favorece menor crescimento 0sseo e diminuida massa muscular contribuindo

para o menor peso, além de favorecer o acumulo de lipidios.

A obesidade é condicdo caracterizada por aumento nas concentracdes
plasmatica de AGL nédo esterificados em relacdo a demanda dos tecidos. Este
aumento parece estar associado a expansdo da massa de tecido adiposo, com
consequente aumento na captacdo de AGL para o figado, aumentando a lipogénese

e producdo de VLDL hepatica. Esta elevacdo pode levar a hipertrigliceridemia, que
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pode ocorrer acompanhada ou ndo de aumento dos niveis de colesterol total
(GINSBERG; ZHANG; HERNANDEZ-ONO, 2005). Estes dados sdo comprovados no
presente estudo. Ratos MSG-obesos apresentaram aumento significativo de
triglicerideos, enquanto os niveis de colesterol se mostram normais em relacéo aos
animais magros. Adicionalmente nosso estudo também demonstrou que ratos MSG-
obesos apresentam resisténcia a insulina. De acordo com estudos prévios a
resisténcia a insulina neste modelo experimental € atribuida, a uma disfuncdo do
receptor da insulina, assim como na transdugéao de sinal interno (MACHO et al.,
2000). Para superar a Rl e preservar a homeostase glicémica, instala-se a
hiperinsulinemia, sustentada pelo esforgco extremo da célula B destes animais em
produzir niveis cada vez maiores de insulina (GRASSIOLLI et al., 2006). Todavia, a
longo prazo como mostram alguns estudos a hiperfungédo da célula B pode levar ao
estresse oxidativo e apoptose, culminando com a instalacdo definitva do DM2
(MIRANDA et al, 2012). Considerando a funcdo central da insulina sobre o
metabolismo de lipidios, disfuncbes secretorias ou periféricas da insulina estéo
envolvidas nas dislipidemias. Deste modo, estudos demonstram que a RI,
caracteristica presente na obesidade, pode contribuir para as desordens no perfil
lipidico, ja que a liberacdo de AGL pelo tecido adiposo para a circulacdo € mediada
pela lipoproteina lipase. A acdo desta enzima € suprimida pela insulina em
condicBes fisioldgicas, entretanto na RI sua atividade encontra-se aumentada e
consequentemente leva ao aumento de AGL. Esses por sua vez, podem levar a
altas concentracdes plasmaticas de triglicerideos (COPPACK et al., 1992). Uma vez
gue ratos MSG deste estudo tém diminuicdo na sensibilidade a insulina, alteracdes
promovidas pela RI no metabolismo lipoproteico poder ter participado na

hipertrigliceridemia observada.

Em relacdo a normoglicemia encontrada nos animais MSG deste trabalho é
também caracteristica do modelo aos 90 dias (BALBO et al., 2007), apesar de a
presenca da hiperglicemia também pode estar associada a esse modelo,
dependendo da dose utilizada, da espécie e idade do animal (SASAKI et al., 2009).
Conforme descrito anteriormente a normoglicemia justifica-se pela hiperinsulinemia,
como forma de uma resposta adaptativa do pancreas, na tentativa da manutencao
da homeostase glicEmica (BURKHARD, 1998). Apesar da normoglicemia de jejum

bY

nosso estudo confirmou a presenca de resisténcia a acdo da insulina uma
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caracteristica central da SM (BONORA et al. 1987; 2006; MIRANDA et al, 2012).
Conforme demonstram dados da literatura a Rl acontece de forma evolutiva, sendo
gue os primeiros tecidos a se tornarem resistentes séo o figado e o tecido muscular.
Em um estudo que utilizou técnicas capazes de avaliar a Rl em MSG-obesos foi
demonstrado que houve diminuicdo na cascata ativada pelo receptor de insulina no
figado e masculo, caracterizando perfil de resisténcia nestes locais aos 90 dias
(ZEYDA,; STULNIG, 2009). No tecido adiposo ainda preserva-se uma via alternativa
da insulina o que explica o aumento do tecido adiposo, sendo que a hiperinsulinemia
€ a principal causa de obesidade neste modelo (THIRONE et al, 2004).
Corroborando com estes dados da literatura, houve também significativo aumento
das concentracdes séricas de insulina neste modelo, definido assim o quadro de
hiperinsulinemia. Este processo acontece devido a um aumento na transducao de
sinal interno, observando-se um esforgco extremo da célula B destes animais MSG-
obesos em produzir niveis cada vez maiores de insulina para tentar manter a
normoglicemia, sendo que esta hiperatividade pode culminar em estresse oxidativo e
perda de funcéo celular (MACHO et al., 2000).

Dados clinicos e experimentais indicam que na obesidade existem
alteracoes da resposta imune humoral e celular. Individuos e roedores obesos
apresentam um baixo grau de inflamacao cronica, que esta envolvido em todas as
complicac@es fisiopatolégicas encontradas na SM e DM2 (BASTARD et al., 2006).
Considera-se que os principais locais de producdo de mediadores inflamatérios na
obesidade sdo o figado, o tecido linfoide e o tecido adiposo (WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2003). A presenca de inflamacédo na obesidade é indicada pelo
aumento sistémico de marcadores inflamatérios e da infiltracdo de macréfagos e
outras células do sistema imune no tecido adiposo, bem como em outros 6rgaos
como figado e pancreas. O aumento da adiposidade contribui para uma maior
producdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-6, IL-1 e outras e,
consequentemente, para o desencadeamento das alteracdes metabdlicas (BACH-
NGOHOU et al., 2002; CANCELLO; CLEMENT, 2006). No modelo MSG de
obesidade existem trabalhos que encontraram marcadores inflamatorios no tecido
adiposo, tais como IL-6 e TNF-qa, sendo que estes estdo ligados a Rl no modelo. E
de suma importancia a avaliacdo do perfil inflamatério neste modelo de obesidade

(RAMOS, 2010). Portanto alteragbes no processo inflamatoério podem estar
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envolvidas na Rl e obesidade neste modelo, mas até o presente momento a origem
deste processo é desconhecida.

Estudos indicam que a andlise do hemograma pode ser um indicador de
processo inflamatorio e que de forma indireta os niveis de leucocitos podem ser
indicadores de inflamagdo (VISSER et al., 2001). Pela primeira vez nosso estudo
avaliou o perfil destas células através do hemograma em ratos MSG-obesos.
Conforme demonstrado por nossos dados, o numero total de leucécitos, como o de
granuldcitos foi maior em ratos MSG-obesos. Nao ha dados na literatura avaliando o
hemograma neste modelo de obesidade. No entanto em modelos que induzem
obesidade com dieta hipercaldrica, os resultados corroboram com o trabalho atual,
mostrando o mesmo tipo de alteracfes, sendo que a contagem total de leucocitos
plasmaticos € considerada um dos marcadores mais estaveis de inflamagéo
(BICKEL et al., 2002). Outro estudo realizado em adolescentes obesas por Kim e
Park em 2008, mostrou também a inter-relacdo entre a adiposidade e o aumento do
numero total de leucécitos e de granuldcitos. Adolescentes com maior depdsito de
gordura abdominal apresentavam também maior numero de leucdcitos e
granulécitos. Adicionalmente, nés também avaliamos o perfil plasmatico de PCR.
Niveis elevados de PCR sdo também considerados marcador de processo
inflamatorio, desde 1999, quando Visser et al. publicaram o primeiro trabalho
relacionando obesidade e PCR. Esta proteina é produzida no figado, em resposta ao
estimulo das citocinas inflamatérias, e sua dosagem é realizada para diagndstico de
estados inflamatérios e infeccdes, tendo relacdo discreta com o IMC e 0 risco
cardiaco na obesidade. Dados da literatura descrevem que, valores de PCR
inferiores a 6 mg/L indicam auséncia de processo inflamatdrio (LYON et al., 2003).
No entanto diferentemente de humanos, em ratos a relacdo entre PCR e obesidade
nao esta estabelecida. Em um estudo recente, foram utilizados ratos da linhagem
Wistar induzidos a obesidade através de dieta hiperlipidica a fim de observar o papel
da PCR na aterosclerose consequentemente desenvolvida pelos animais. Os
resultados relataram que a exposicdo a dieta rica em gordura determinou o
desenvolvimento da aterosclerose sem, no entanto, alterar os niveis de PCR no soro
(KALSAIT et al., 2011). Isso talvez seja explicado pelo fato da PCR ndo ser uma
proteina de fase aguda em ratos e também néo ativar o sistema complemento como
o faz em humanos (PADILLA et al., 2006).
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Nosso trabalho também demonstrou pela primeira vez que os valores
relativos a série vermelha (hemécias, hematécrito e hemoglobina) do sangue estédo
alterados em ratos MSG-obesos. Outros estudos também tém indicado alteracbes
similares em humanos obesos (ANTONY et al., 2009). Diversos eventos podem
estar envolvidos nestas alteragbes encontradas no modelo, entre o0s quais
destacamos a hiperinsulinemia, bem como citocinas caracteristicas da obesidade,
tais como, IL-6, IL-1B8 e TNF-a. De acordo com dados da literatura estes fatores
promovem o crescimento celular hematopoiético e aumento da sintese da
eritropoietina (EPO). A EPO é uma glicoproteina hormonal envolvida na regulagdo
da producéo de células vermelhas. Esta glicoproteina é produzida no figado fetal e
no rim adulto de humanos, bem como em roedores sob o controle transcripcional do
fator indutor de hipdxia-1a (HIF-1a). Apesar de a EPO ser critica para a regulagao da
eritropoiese, a producdo da mesma nao é estimulada pela redu¢cdo no numero de
células vermelhas, mas por uma cadeia de efeitos no fornecimento de oxigénio
tecidual. A medula renal é especialmente sensivel a alteracbes na tensdo de
oxigénio, sendo que tanto o aumento de insulina quanto das citocinas acima citadas
levam a diminuicdo do conteddo de oxigénio arterial, e consequente estimulo da
eritropoiese. (BERNHARDT; ECKARDT, 2008). Sugerimos entdo, que a
hiperinsulinemia, bem como, as citocinas inflamatérias elevadas no modelo MSG
possam estar envolvidas no aumento do hematdcrito encontrado em nossos dados.

De modo diferente a outros modelos de obesidade de origem genética,
como Zucker, ob/ob, que estdo associados a hiperfagia, o modelo MSG apresenta-
se hipofagico ou normofagico em relacdo aos animais controle (DOLNIKOFF et al.,
2001). Nosso trabalho demonstrou normofagia em ratos MSG-obesos. Embora o
ARQ seja um importante nacleo relacionado a sinais que controlam o consumo
alimentar, atribui-se a suas conexdées com outros nucleos hipotalamicos como LH e
VMH a manutencdo do peso corporal e a normofagia. Estudos em camundongos
MSG demonstram que a producdo de CART no ARQ é abalada, mas que sua
atividade exdégena é mantida, ndo modificando assim o perfil de consumo alimentar.
Nestes animais CART e NPY podem agir através dos nucleos PVN ou LH através de
circuitos neurais intactos, evitando hiperfagia (ZELEZNA, 2009).

No presente estudo os ratos MSG-obesos apresentaram aumento
significativo do tamanho dos adipdcitos em todos os depdsitos de gordura. O inverso

foi encontrado em relacdo ao numero destas células, mostrando significativa
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diminuicdo deste pardmetro no modelo MSG. O aumento do contetudo de gordura
visceral no presente estudo pode ser atribuido a hipercorticosterolemia,
hiperinsulinemia, Rl e hiperleptinemia, denominada obesidade neuroenddcrina
(CUNHA et al., 2011; KIZER et al., 1978; MORRIS et al., 1998). Alguns estudos
demonstram inter-relacdo entre citocinas proé-inflamatérias e a hipertrofia dos
adipdcitos, sendo estas responsaveis também pelo processo de RI que acontece
nestas células. Sabe-se, que adipdcitos pequenos sdo mais sensiveis a insulina,
enquanto adipdcitos grandes se tornam mais facilmente resistentes (KAHN; FLIER,
2000). Nosso estudo néo avaliou a presenca de inflamacé&o direta no tecido adiposo.
Todavia, outros estudos usando o modelo MSG avaliaram os niveis de citocinas pro-
inflamatérias como o TNF-a e IL-6, bem como da expressdo de seu RNAmM no
modelo MSG a partir de adipdcitos hipertrofiados provenientes de depdsitos de
gordura visceral mostraram elevados niveis destes marcadores inflamatorios
(RAMOS et al., 2010). Adicionalmente, os estudos ainda demonstraram elevada
presenca de macrofagos infiltrados no tecido adiposo dos animais deste modelo
(CINTI et al., 2005).

Nosso estudo também avaliou o depdsito de tecido adiposo marrom (TAM),
onde foi verificado aumento no peso deste depdsito no grupo MSG-obeso em
relacdo ao CON. A histologia deste tecido também apresentou modificacao
significativa no que diz respeito ao numero de células, sendo que o grupo MSG
mostrou um namero menor de adipocitos em relacédo ao controle. A funcdo do TAM
se resume basicamente na termogénese. Acreditava-se inicialmente que o TAM
estava praticamente ausente no humano adulto, sendo encontrado principalmente
em fetos e recém-nascidos, no entanto novas pesquisas demonstram a presenca
deste tecido também em humanos adultos (CYPES, A.M. et al., 2009). Os adipdcitos
deste tecido sdo menores do que os do TAB e apresentarem varias goticulas de
gordura de diversos tamanhos dispersas em seu citoplasma abundante. Apresentam
também grande numero de mitocondrias, relacionadas a sua funcdo de
termogénese, sendo que a producédo de ATP é menor devido ao desvio do gradiente
de prétons pela UCP-1 (CANNON; NEDERGAARD, 2004). De acordo com dados da
literatura ratos MSG-obesos apresentam diminuida atividade simpética para o TAM e
consequente diminuicdo da termogénese na gordura marrom interescapular, com
menor gasto de energia, e aumento de tamanho destes adipdcitos, caracterizando

hipertrofia. Também existem dados de obesidade que relacionam reducdo na
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proteina UCP1 nas mitocondrias no tecido adiposo marrom de ratos ob/ob, a baixa
termogénese neste tecido, e numero reduzido de adipécitos (KOZAK; ANUCIADO-
KOZA, 2008).

A hipertrofia e hipersecrecdo de insulina pelo pancreas endocrino séo
caracteristicas iniciais do desenvolvimento da obesidade e um processo adaptativo
essencial no processo de evolucdo para o franco DM2 (HARISHANKAR et al.,
2011). Nosso estudo avaliou morfologicamente e funcionalmente ilhotas
pancreédticas de ratos MSG-obesos. llhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos
apresentaram maior liberacdo de insulina frente a elevadas concentracdes de
glicose, confirmando a hipersecre¢ao de insulina neste modelo (BALBO et al., 2007,
HIRATA, 1997; PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA, 1993). Existem poucos estudos
gue tratem de ilhotas pancreaticas em modelo MSG, sendo que em alguns deles foi
verificado um desequilibrio no SNA que leva a hipersecrecao de insulina (BALBO et
al, 2000). Existem estudos recentes, que dizem também que este € um modelo
hiperinsulinémico, estando relacionado possivelmente a atividade aumentada do
SNP, sendo que com o exercicio fisico os animais deste estudo apresentaram um
aumento da atividade simpatica, mostrando uma maior resposta a glicose. Ficou
caracterizado também neste estudo que esta maior resposta a glicose € decorrente
em alteracOes de vias glicoliticas (LEITE et al., 2013). Também no trabalho de
Balbo et al. em 2000, foi verificado que apOs realizacdo de vagotomia, e menor
atividade do SNP, houve uma consequente normalizacdo na secrecdo de insulina,

comprovando o envolvimento do SNP na secrecédo de insulina pelas ilhotas.

Na analise histomorfologica do pancreas pode ser verificada hipertrofia das
ilhotas pancreaticas dos animais MSG, bem como menor numero, confirmando
dados da literatura que utilizam animais de outros modelos de obesidade
(HARISHANKAR, et al., 2011). Leite et al. em 2013 também observou hipertrofia em
ilhotas pancreaticas de ratos MSG-obesos, corroborando com o presente estudo. A
justificativa para a hipertrofia parece estar relacionada a uma hiperatividade do SNP
e por uma tentativa em vencer a Rl, aumentando o tamanho das ilhotas, enquanto o
menor niumero deve relacionar-se ao processo de necrose desencadeado pela acao
de citocinas pré-inflamatérias (DONATH et al., 2005; LARSEN et al., 2007; 2005;
VIVAS; MARTINES; IZQUIERDO, 2011). Outras pesquisas demonstraram que IFN-y
e TNF-a quando adicionados em conjunto a cultura de células B de ratos,
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conseguem ativar uma importante via apoptotica denominada via p53/p21 (WANG;
GUAN; YANG, 2010).

Na obesidade o processo inflamatério cronico leva também em algumas
situacdes ao comprometimento da acdo secretéria das ilhotas de Langherans,
principalmente no que diz respeito a secrecdo de insulina pela célula B. Este
processo de inflamac&o nas ilhotas deve estar atrelado a hiperglicemia, levando ao
estresse oxidativo e também com deposicdo de SAA (DONATH et al., 2005).

Existem também evidéncias de que algumas citocinas podem ter acdo
destrutiva sobre as células B pancreaticas. Algumas destas citocinas podem ser
produzidas em outros locais como baco e tecido adiposo, como a IL-6 e 0 TNF-q, e
outras, como a IL-1B, podem ser provenientes destes outros tecidos, assim como
podem ser produzidas e secretadas e também da propria célula B. Dentre os
diversos marcadores inflamatérios encontrados no processo inflamatorio
pancreatico, podemos destacar a IL-1B, que dependendo da sua concentragao
produz disfuncdo das ceélulas beta, podendo agir sozinha ou associada a outras
citocinas, tais como, TNF-a e IFN-y (POULSEN, 1996). Os radicais livres de oxigénio
tém sido sugeridos mediar a acdo toxica de IL-1B ou citocinas conjugadas em
células B pancreaticas levando a lise celular. No entanto o principal mecanismo
envolvido com a destruicdo das células B e que levam a resisténcia a insulina,
provocado pelas citocinas, principalmente IL-1 B e IFN-y, é através da producéo de
Oxido Nitrico (ON). Alguns efeitos nocivos mais importantes do ON nas ilhotas s&o
a inibicdo da enzima mitocondrial aconitase e a inducdo de dano no DNA nuclear.
Seu acumulo no RE causa diminuicdo nas concentracdes de célcio e inibicdo da
sintese de proteinas chaperonas, o que dificulta os mecanismos de defesa da célula
B e amplifica as vias pro-apoptoticas (CNOP et al. , 2005; EIZIRICK et al., 1993).
Tendo em vista o importante papel do ON no processo inflamatério, bem como, nas
disfuncbes das ilhotas pancreaticas utilizamos o L-NAME, um inibidor da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), principalmente a fracdo iINOS para avaliar o potencial
papel do ON sobre as alteracBes secretdrias encontradas em ilhotas de ratos MSG-
obesos. Em ilhotas de ratos magros o blogueio da producdo de ON pela adi¢do de
L-NAME elevou a secrecéo de insulina estimulada por glicose. Akesson et al. em
1996, utilizando ratos magros e a mesma técnica para isolamento e incubacéo de
ilhotas do presente estudo obtiveram resultados semelhantes aos nossos em

animais magros, tendo aumento na secrecéo de insulina. Todavia, o efeito do ON
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parece ser contrario em ilhotas do grupo MSG-obeso visto que, a adicdo de L-NAME
levou a inibicdo da secrecdo de insulina estimulada por glicose. Este estudo é o
primeiro a avaliar o papel do L-NAME sobre o ON no controle secretor de insulina
em ilhotas de ratos MSG-obesos, demonstrando que existem alteracdes em seus
efeitos. Um estudo de Roberts et al. em 2005 mostrou que o tratamento em ratos
com dieta rica em gordura e aclUcares (que mimetiza a dieta usada pela populacéo
ocidental) levou a diminuicdo da expresséo e atividade da iNOS, resultando em uma
menor resposta nos vasos a acetilcolina, devido a diminui¢cdo da producédo de ON.
Conforme Bedoya et al. em 2012 altas concentracées de ON tem importante papel
no processo inflamatério e apoptético das ilhotas pancreéticas, enquanto baixas
concentracdes tem efeito protetor sobre as células e melhoram a secrecdo de
insulina. Sugere-se entédo, que o modelo MSG tenha concentracdes baixas de ON
nas ilhotas pancreaticas, apesar de uma possivel instalacdo de processo
inflamatorio local. Com a adicdo de um bloqueador da sintese da iINOS pode ter
ocorrido a reducéo total do ON e com isso comprometido a secrecéo de insulina, ja
gue guantidades baixas deste radical sdo necessarias para a efetiva acdo da célula
B pancreatica.

Ha necessidade de estudos futuros no modelo MSG, para averiguacdo da
acao do L-NAME e sua efetividade sobre o bloqueio da sintese da iINOS neste

modelo de obesidade.

5.2 O EFEITO DA ESPLENECTOMIA SOBRE A OBESIDADE

Conforme demonstraram nossos dados a esplenectomia ndo alterou os
padrdes biométricos, bem como o peso da maioria dos O6rgdos. Todavia, Nn0Sso
estudou demonstra pela primeira vez que a esplenectomia pode afetar o peso final
da glandula adrenal. A glandula adrenal é dividida em cOrtex e medula, sendo o
cortex responsavel por sintetizar hormoénios importantes no processo metabdlico,
como a aldosterona e o cortisol e a medula responséavel pela sintese de adrenalina e
noradrenalina (componentes do SNS). Em situacdo de estresse, como exercicio
fisico ou frio ocorre um aumento do eixo simpato-adrenal (ASTRAND et al., 2006).
Embora ndo haja dados na literatura que facam esta avaliacdo no modelo estudado
relacionando-o com a esplenectomia, sugere-se que isto se deva a um aumento da

atividade simpatica em ambos 0s grupos apos a cirurgia. Sabe-se que no baco e nos
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linfonodos, as fibras simpéaticas modulam a reacédo inata imunoldgica e a magnitude
do tempo das respostas imunoldgicas adquiridas, particularmente a escolha da
resposta imune celular (Thl) e ou resposta imune humoral (Th2), (HUSTON et al.
2012). Sendo assim, a retirada do baco pode ter levado a alteracbes nas acdes
autonémicas de um modo geral e ter aumentado a atividade simpética sobre a

glandula adrenal.

A esplenectomia diminui a ingesta alimentar em animais MSG-ESPL. Estes
dados sdo similares aos obtidos por Gotho et al. em 2012, onde foram avaliados
ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipica submetidos a esplenectomia.
Segundo os autores o baco € local principal da producao de I1L10, uma importante
citocina anti-inflamatoria que pode ter acdo em nucleos hipotalamicos reguladores
da ingesta alimentar. Adicionalmente, estudo de Velloso em 2006 claramente
demonstra que durante a obesidade pode ocorrer resisténcia a agentes
anorexigenicos, tais como, insulina e leptina mediado por processo inflamatorio
hipotalamico, levando a hiperfagia. Deste modo, nds sugerimos que a esplenectomia
tenha alterado o perfil de citocinas hipotalamicas e favorecido um maior efeito
anorexigénico. Futuros estudos serdo necessarios para avaliar esta hipotese em

nosso modelo de obesidade.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, a esplenectomia promoveu no
grupo MSG diminuicdo significativa nos valores da glicose quando comparado ao
MSG-NO. Tal dado pode ser explicado pela diminuicdo do processo inflamatorio no
tecido adiposo, levando a uma maior responsividade deste tecido a insulina e
também pela diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias produzidas por este mesmo
tecido (POULSEN, 1996). Como consequéncia adicional a esta diminuicdo do
guadro de inflamacé&o cronica, decorrente da retirada do baco e da diminuicdo da RI
periférica, houve também uma diminuicdo do perfil hipersecretério de insulina
caracteristico do modelo MSG. Estudos realizados em ratos com obesidade induzida
com dieta hipercaldrica mostraram um aumento de citocinas pro-inflamatdrias, tal
como IL-6 e TNF-a no baco (PESTKA et al., 2004). Corroborando com o presente
trabalho, um estudo realizado por Carvalho® em 2012, onde foi feita a esplenectomia

em camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, houve grande
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aumento na sensibilidade a insulina, refletida por reducdo na glicemia, quando

comparado com camundongos obesos n&o operados.

Em relacdo as modificagcBes na histomorfologia dos adipécitos provocadas
pela esplenectomia em MSG-ESPL, bem como diminuig&o significativa do tamanho
dos adipdcitos de todos os depésitos de gordura relacionados ao tecido adiposo
branco, existe também uma possivel relacdo com a diminuicdo da producdo das
citocinas pro-inflamatérias produzidas pelo bagco e seus efeitos deletérios sobre o
tecido adiposo, bem como a diminuicdo da secrecao de insulina (LAUNOIS, 2004;
RAMOS, et al., 2010). Nossa hipotese de que a melhora na resisténcia a insulina e
reducdo no processo inflamatério do tecido adiposo estdo envolvidas na reducéo da
hipertrofia dos adipocitos pode ser corroborada com analise de diferentes estudos.
Por exemplo, estudo realizado por Borges et al. em 2007 avaliaram o impacto do
tratamento da obesidade nas adipocinas e no estado inflamatério em pacientes
hipertensas com obesidade central. Durante um periodo de 16 semanas, foram
avaliadas 24 mulheres hipertensas, com idade entre 18 e 65 anos. Os autores
verificaram que uma reducdo no peso superior a 5% provocou uma reducdo nos
marcadores, melhorando o perfil inflamatério, além de diminuir a resisténcia
insulinica. Outro estudo realizado em ratos com obesidade induzida por dieta
hipercalorica, submetidos ao exercicio fisico, mostrou evidente a diminuicdo da
hipertrofia dos adipocitos nos animais obesos exercitados. Os autores relacionam a
diminuicdo da hipertrofia a posterior melhora da sensibilidade a insulina. Este
mesmo estudo mostra a diminuicdo da expresséao de citocinas pro-inflamatérias, IL-6
e TNF-a no tecido adiposo visceral destes animais, bem como aumento da
expressado de IL-10, que tem atividade anti-inflamatéria (COSTA et al, 2011). Como
consequéncia da retirada do baco ocorre a volta ao equilibrio entre os processos de
lipogénese e lipdlise, levando a uma melhor responsividade a insulina (GOTOH et al,
2012°). Em outro estudo onde foi realizada esplenectomia em ratos com dieta
hiperlipidica também foi verificado que com a diminuicdo do processo de hipertrofia
dos adipocitos ocorre diminuicdo também da producdo das citocinas pro-
inflamatorias ali produzidas, sendo um processo auto-regulatério (CARVALHO et al.,
2012°). Apesar de nao terem sido dosadas em nosso trabalho, podemos sugerir que
0 aumento das citocinas pro-inflamatorias de acdo autécrina no tecido adiposo,

culminava em RI neste tecido. Sugere-se também que com a diminuigdo do quadro
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de inflamacgéo se estabelece um aumento no niamero de adipdcitos, por diminui¢ao
dos processos lesivos a este tecido como a necrose. Confirmando estes dados e
estas possibilidades estudos realizados por Hotamisligil et al. em 1995 e por Kern et
al. 1995 demonstraram que TNF-a tinha sua expressdo aumentada no tecido
adiposo de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, sendo este
aumento relacionado a resisténcia a insulina. Adicionalmente, estudos também
demonstraram que elevados niveis de TNF-a sdo encontrados no musculo e tecido
adiposo de humanos obesos. Estudos com a secrecdo de TNF-a pelos adipdcitos
também revelam correlacdo desta com o tamanho destas células secretoras: quanto
maior os adipécitos, maior € a secrecdo da citocinas (YANG et al., 2004). Com o
possivel aumento da atividade do SNS e o aumento da producdo das catecolaminas
ligadas a ele, ocorre aumento da lipélise, diminuindo o tamanho dos adipécitos. E
também importante observar que com a diminuicdo da ingesta alimentar, observada
no presente estudo, deve ocorrer também diminuicdo do substrato para adipogénese
(LAFONTAN; LANGIN, 2009).

Todavia, nosso estudo também demonstrou que em ambos 0s grupos
experimentais houve aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol
com a esplenectomia. Em estudo realizado em ratos Wistar machos magros, com
peso entre 273 g e 427 g foi realizada a coleta e dosagem de colesterol e
triglicerideos plasmaticos antes do processo cirargico, sendo entdo realizada
esplenectomia. Apds a esplenectomia foi verificado aumento significativo nos valores
de colesterol e triglicerideos em relacdo aos animais ndo operados (PAULO et al.,
2007). Algumas teorias foram propostas para explicar 0s possiveis mecanismos de
regulacdo de lipideos plasmaticos pelo baco. Alguns autores propdem que o bacgo
possa ser um possivel reservatério de lipideos que os mantém em seu interior em
situacGes normais e de esplenomegalia. Este papel do baco pode ser evidenciado
na esplenomegalia, onde ocorre um aumento da fagocitose de lipideos e
macrofagos esplénicos podem acumular uma maior quantidade de gordura com
consequente hipolipidemia plasmatica. De acordo com estes autores, depois da
esplenectomia total o inverso acontece, podendo provocar aumento dos niveis
plasmaticas de colesterol e triglicerideos (ALBERTI et al., 2012; FATOUROS et al.,
1995).
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A analise do hemograma também foi alterada pela esplenectomia, conforme
demonstraram nossos dados. Nosso estudo encontrou aumento significativo do total
de hemacias no plasma dos animais do grupo CON-ESPL em relagdo ao CON-NO.
O presente estudo mostrou-se coerente com um estudo realizado por Brendolan et
al. em 2007. Segundo os autores o aumento de hemacias pode ser atribuido ao
papel do baco como 6rgéo filtrante volumoso por onde circulam cerca de 4% do
volume sanguineo corporal por minuto, atuando na remocéo de eritrécitos alterados
e senescentes. Deste modo, € possivel que apés a sua retirada tenha ocorrido
acumulo destas células, aumentando a sua concentracao plasméatica. Quanto aos
leucécitos, o que se verificou foi um aumento significativo de nimero tanto no grupo
MSG-ESPL quanto no CON-ESPL em relagdo aos seus respectivos grupos NO,
podendo tal fato também ser atrelado a retirada do baco, diminuindo assim a retirada
destas células quando senescentes. Estes dados também sdo coerentes com o
estudo de Brendolan et al. em 2007. No entanto observa-se uma diminuicdo de
granulécitos nos animais MSG-ESPL em relagdo ao MSG-NO, podendo ser este
dado atrelado a diminuicdo do processo inflamatério. Corroborando com nossa
hipétese um estudo de Sartorelli et al em 2009, onde foi avaliada a relacdo de
diferentes tipos de leucocitos, pode ser verificado que os granuldcitos podem ser
marcadores sensiveis da inflamacdo e responsaveis pela liberacdo de grande

guantidade de radicais superoxido.

No presente estudo a esplenectomia reduziu a hipersecrecdo de insulina no
modelo MSG, ja que houve reducéao significativa destes valores. Como este modelo
de obesidade tem uma caracteristica atividade simpatica diminuida, conforme
evidenciado em trabalho de Balbo et al. em 2007, através da vagotomia, € possivel
atribuir estes resultados a uma possivel melhora na atividade simpatica e diminuicéo
da atuacdo do SNP. Embora ndo haja dados na literatura referentes aos efeitos da
esplenectomia neste modelo e a producédo de insulina, ha necessidade de estudos
posteriores comprovando tal hipétese. Trabalho realizado por Carvalho em 2012°
avaliou os efeitos da esplenectomia em camundongos com obesidade induzida por
dieta hiperlipidica. Neste estudo camundongos obesos esplenectomizados
apresentaram aumento na sensibilidade a insulina, refletida por reducdo na glicemia,
insulinemia e reducdo dos niveis de TNF-a circulante quando comparado com

camundongos obesos nao operados. Tendo as citocinas envolvimento direto com o
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processo inflamatério nas ilhotas pancreaticas, sugere-se entdo que a
esplenectomia possa ter reduzido o processo inflamatério no pancreas.

Na histomorfologia do pancreas ficou evidenciado que a esplenectomia foi
capaz de reduzir a hipertrofia das ilhotas pancreéticas, e aumentar seu nimero no
MSG-ESPL. Ndo ha dados na literatura que relacionem efeitos da esplenectomia
sobre a histologia do pancreas enddcrino. No entanto sabe-se de estudos recentes
realizados por Leite et al. em 2013, que a natacao regular promove diminuicdo e a
hipertrofia de ilhotas pancreaticas. Segundo os autores deste estudo a melhora na
hipertrofia em ilhotas de ratos MSG-obesos com o exercicio fisico € atribuida a
melhora da RI, bem como, a um possivel rearranjo da atividade autonémica para o
pancreas enddécrino. Nosso estudo também demonstrou melhora da RI, decorrente
do processo cirurgico, este fato também deve ter papel crucial para a diminuicdo da
hipertrofia. A esplecnectomia pode também ter alterado a atividade autondmica nas
ilhotas pancreéticas, elevando a atividade do SNS. Assim consideramos que a
retirada do baco também possa exercer este efeito. Adicionalmente € provavel que a
esplenectomia tenha reduzido o processo inflamatorio no pancreas de ratos MSG-
obesos. De acordo com estudo realizado por Donath et al. em 2005 foi constatado
gue a exposicao de ilhotas humanas em cultura durante varios dias na presenca de
IL-1B8 + TNF-a + IFN-y também induzem a alteracbes no tamanho e funcionamento
na célula B. Poderiamos entdo relacionar a retirada do bago, com a mudanca do
perfil de linfocitos Thl circulantes e consequente diminuicdo de citocinas pro-
inflamatorias no pancreas (GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004). Também é possivel
gue com a reducado da producéao de citocinas pro-inflamatorias pelo tecido adiposo e
pelo baco, haja uma diminuicdo no processo inflamatério nas ilhotas pancreéticas, o
gue melhora o perfil secretério das mesmas, evidenciado também neste estudo.
Corroborando com nossos resultados um trabalho realizado em ratos MSG-obesos
por Liu et al. em 2011, onde foi utilizado fenofibrato, como tentativa de manutencéo
da homeostase glicémica, foi observado que a melhora dos valores de glicemia
observados estavam relacionados a secrecdo de insulina pelas ilhotas, havendo
uma relacdo com a diminui¢cdo do processo inflamatério nas ilhotas, promovido pelo

farmaco utilizado, corroborando com nossos resultados e a hipotese proposta.

Com relacdo ao aumento do numero das ilhotas pancreaticas com a

esplenectomia, ha necessidade de estudos futuros, dosando citocinas pré-
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inflamatdrias e anti-inflamatérias no pancreas, bem como iNOS, reguladora do
namero de ilhotas, para se ter inter-relagdo entre o processo de esplenectomia e a
possivel diminuicdo destes fatores, que podem ser determinantes para o processo
de necrose e consequente diminuigcdo do namero de ilhotas (CNOP et al. , 2005).

Em nosso estudo na incubacéo de ilhotas com L-NAME de animais MSG-
ESPL, pode-se verificar melhora na secrecdo de insulina. Sugere-se entdo a
esplenectomia tenha levado os niveis de ON nas ilhotas semelhantes aqueles
encontrados em animais magros. Com a adi¢cado do L-NAME estes valores passaram
a ser menores, levando ao efeito positivo das baixas concentracbes de ON, e
melhora da secrec¢éo de insulina nos animais MSG-ESPL (BEDOYA et al., 2012; LIU
et al., 2011).
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6. CONCLUSAO:

Houve caracterizacdo do modelo MSG.

A esplenectomia foi capaz de reduzir a hipertrofia e aumentar a hiperplasia
de adipdcitos e de ilhotas pancreéticas.

A esplenectomia melhora a sensibilidade a insulina.

A esplenectomia diminui a secrecao de insulina plasmatica no MSG.
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ANEXO 1. CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA PARA USO ANIMAL
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COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 17/2012
Protocolo UEFPG — 03482/2012

Tiuio = “U efelio da espienecromia sobre a opesidade Induzida por giutamaro
monossadico”,

Interessado — Dra Sabrina Grassiolli

Data de Entrada ~ 21/03/2012
Resultado: Aprovado

Datairrazo — Vaildade de Gois anos para projetos de pesquisa.
11/05/2014

Consideragoes
Prezado Protessor,

EM relacao ao protocolo de pesguisa sob sua responsabiiidade a CEUA aeliberou o
sequinte:

- APROVADO, por dois anos, para a utilizago de 80 ratos Wistar.

Atenciosamente,

Refatorio Final previsto para YU dias apos termino da vigéncia do protocolo ou no
momento da anresentacio de um novo nrotocolo.
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