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RESUMO

Introducao: A obesidade é uma doenga cronica, multifatorial que leva ao aumento
do risco de desenvolver outras doencas. E freqiientemente considerada como uma
doenca do estilo de vida, causada pela escolha errbnea dos alimentos e pela
diminuicao da atividade fisica, sendo a restricao cal6rica a pratica mais comum para
tratar a obesidade. Em humanos, a perda de peso esta associada com redugao de
fatores de risco para doencas cardiovasculares, diminuicdo da taxa de incidéncia de
Diabetes Mellitus tipo 2 e aumento da qualidade de vida. O peso corporal é regulado
por uma interagcdo complexa entre horménios e neuropeptideos. A leptina e os
hormonios tireoidianos (HT) estao envolvidos na regulagao do balanco energético.
Objetivo: Analisar, em ratos, a inter-relagéo entre leptina e hormonios tireoidianos
na obesidade e na perda de peso.

Metodologia: Foram utilizados ratos Wistar machos, com 30 dias de idade,
separados em dois grupos, Controle (C) e Obeso (OB). Os animais C receberam
racao comercial Labina e os do grupo OB um ciclo de dietas hipercal6ricas por 15
semanas. Apos o periodo de inducdo de obesidade, os animais OB foram
novamente separados em outros 3 grupos, OB; animais com restricdo alimentar
(RIA); e animais com restricdo mais administracdo de Hormonio Tireoidiano (RHT)
na dose de 5 pug/100g de peso do animal. Os animais OB receberam as dietas
hipercaldricas até o final do experimento, enquanto os animais RIA e RHT
receberam 75% do total consumido pelo grupo C de dieta comercial, por 28 dias.
Apés este periodo, os animais RIA continuaram, somente, com a restricdo alimentar
e os RHT receberam além da restricdo a dose de HT, por 28 dias. A cada fase do
trabalho, cinco animais de cada grupo foram eutanasiados para a verificagdo da
expressao génica de leptina e TRP, no tecido adiposo, utilizando técnicas de RT-
PCR semi-quantitativo.

Resultados: Os animais OB apresentaram aumento de peso e adiposidade,
alteracdes no perfil lipidico e glicémico, aumento de leptina e insulina plasmaticas.
Os animais RIA e RHT apresentaram o mesmo comportamento, ou seja, mostraram

uma diminuicdo de peso e adiposidade, melhoraram o perfil lipidico e glicémico e



normalizaram os niveis plasmaticos de leptina e insulina, sendo similares ao grupo
C. No final do experimento, a expressao de leptina aumentou estatisticamente no
grupo OB e foi significativamente diminuida no grupo RIA. O RHT apresentou
diminuicdo nao significativa quando comparado ao grupo C. A expressao génica de
TRPB nos grupos OB e RHT foi similar a do C, enquanto o grupo RIA apresentou
aumento significativo.

Conclusao: O grupo OB apresentou aumento na expressao de leptina. Os animais
submetidos a restricdo alimentar mostraram diminuicdo da expresséao de leptina e
aumento significante de TR, enquanto os animais RHT apresentaram diminui¢do de
leptina e aumento de TRB em relagdo ao RIA, mostrando que o HT modula a

expressao de leptina em animais submetidos a restricdo alimentar.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is a chronic multifactor disease which brings increased risk of
developing other diseases. It is frequently considered as a lifestyle disease, caused
by choosing the wrong foods and reducing physical activity, with calorie restriction
being the commonest way of treating it. Weight loss in humans is associated with
reduced risk factors for cardiovascular disease, reduced incidence of type Il Diabetes
Mellitus, and increased quality of life. Bodyweight is regulated by a complex
interaction between hormones and neopeptides. Leptin and the thyroid hormones
(TH) are involved in regulating the energy balance.

Objective: To analyze the interrelation in rats between leptin and thyroid hormones
in obesity and weight loss.

Methodology: Male 30-day-old Wistar rats were separated into two groups, Control
(C) and Obese (OB). Control animals received commercial Labina rat food and the
OB group a cycle of hypercaloric diets for 15 weeks. After the induced obesity period,
the OB animals were separated into three subgroups; OB hypercaloric diet; RIA food
restriction; RHT food restriction plus 5ug/100g body weight thyroid hormone. OB
animals received the hypercaloric diets until the end of the experiment, where the
RIA and RHT animals received 75% the total commercial food consumed by the
control group for 28 days. After this period, the RIA animals continued with food
restriction only, and the RHT animals received food restriction plus a dose of TH for
28 days. At each phase of the experiment, five animals from each group were
sacrificed to analyze gene expression of leptin and TRp in adipose tissue using semi-
quantitative RT-PCR.

Results: The OB animals showed increased weight and adipose tissue, lipid and
glycemia profile changes, and increased plasmatic leptin and insulin. The RIA and
RHT animals had the same behaviour, showed a reduction in weight and adipose
tissue, improvement in lipid and glycemia profile, and normalization of leptin and
insulin plasma levels comparable to controls. At the end of the experiment, leptin
expression was significantly increased in the OB group and significantly reduced in

the RIA group; the RHT group showed a non-significant drop compared to controls.



Gene TR expression in groups OB and RHT was similar to controls, whereas group
RIA showed a significant increase.

Conclusion: The OB group presented increased leptin expression. Animals
submitted to food restriction showed reduced leptin and significantly increased TR
expression; RHT animals lower leptin and higher TR than RIA, showing that TH

modulates leptin expression in animals submitted to food restriction.
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1- INTRODUGCAO



1.1- Obesidade

Obesidade é uma alteragdo do estado nutricional e é definida como uma
doenca endocrino-metabdlica, crbénica, heterogénea e multifatorial, caracterizada
pelo excesso de gordura no corpo (Waitzberg, 2000).

O metabolismo basal é modificado por atividade fisica, ingestdo alimentar,
temperatura ambiental e efeitos hormonais (Douglas, 2002). O principal fator
determinante da taxa metabdlica basal (TMB) é a massa livre de gordura, com
alguns estudos encontrando uma contribuicdo adicional da massa de gordura,
enquanto outros ndo encontram tais efeitos. Mesmo quando esses fatores sao
conhecidos, restam varia¢oes residuais importantes. Entender a natureza fisioldgica
desta variabilidade é importante, porque isto tem implicacbes na epidemiologia da
obesidade de duas maneiras. Primeira, baixa TMB pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento da obesidade, ja que estudos transversais tém descrito que
pacientes obesos apresentam TMB de 3 — 5% mais baixa que a esperada. Segundo,
a TMB pode mostrar uma resposta adaptativa a restricdo cal6rica, que pode
predispor individuos a um ganho de peso subseqliente. Muitos estudos tém
questionado se essas mudancas refletem um ajuste metabdlica ou simplesmente
uma perda desproporcional de massa livre de gordura metabolicamente ativa
(Johnstone et al., 2005).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) a obesidade esta se
tornando um dos mais importantes males da satde. E caracterizada por hipertrofia e
hiperplasia de ceélulas de gordura levando ao aumento do risco de desenvolver
diabetes mellitus tipo 2, doengas cardiacas, hipertenséo, arteriosclerose e algumas
formas de cancer (Bell-Anderson & Bryson, 2004).

Waitzberg (2000) relata que a obesidade representa um grave risco a saude,
risco que aumenta progressivamente de acordo com o ganho de peso. A Tabela 1

apresenta as condicdes mérbidas associadas a obesidade.



Tabela 1. Condigdes moérbidas associadas a obesidade.

Aparelho ou sistema Morbidades

Cardiovascular Hipertensao, aterosclerose, angina, trombose,
hiperlipidemias, varizes

Respiratoria Hipoventilacao alveolar e sonoléncia, apnéia
noturna, embolia pulmonar, dispnéia

Enddcrina Diabetes mellitus, hiperinsulinemia

Reproducéao Infertilidade, pré-eclampsia, amenorréia, cancer
de préstata, mama, utero e ovarios.

Gastrintestinal Colelitiase, colecistite, esteatose hepatica,
refluxo gastroesofagico, hérnia, obstipacao,
cancer de colon, reto, vesicula biliar

Muscular, esquelética Osteoartrite, dermatite intertriginosa, estrias,

e epitelial fadiga muscular

Psiquiatrica Discriminagéao social

Tabela adaptada de Waitzberg, 2000.

Esta doenga também € um problema de saude publica, sendo uma carga para
o sistema de saude e para a sociedade. Atualmente, mais de 30% dos adultos
americanos e 70% - 80% dos pacientes com diabetes mellitus tipo 2 sdo obesos
(Lonnqvist et al., 1999). Além disso, os pacientes obesos tém reducao na qualidade
de vida e risco aumentado de desenvolver desordens psicolégicas (Bell-Anderson &
Bryson, 2004).

De acordo com tabelas da “Metropolitan Insure”, a obesidade maior do que
20% do peso corporal ideal associa-se com um aumento de morbimortalidade. Para
Pasulka & Kohl (1999), por outro lado, obesidade grave equivale a peso maior que
50% do peso ideal. Thompson et al. (apud Waitzberg, 2000), definem obesidade
mérbida como um aumento de 60% acima do peso ideal. Geralmente, esses
pacientes apresentam alto risco para doengas degenerativas e para mortalidade.

A classificacdo atual para sobrepeso e obesidade, segundo o indice de Massa
Corporea (IMC), conforme as ultimas recomendacdées da OMS (1997), pode ser

observada na Tabela 2.



Tabela 2. Classificagdo de Sobrepeso e Obesidade segundo a OMS (1997)

Classificagao IMC Risco Comorbidade
Normal 18,5 — 24,9 kg/m* Médio
Sobrepeso 25 -29,9 kg/m®  Aumentado
Obesidade grau | 30 — 34,9 kg/m?  Moderado
Obesidade grau Il 35-39,9 kg/m® Severo
Obesidade grau Ill  Acima de 40 kg/m? Muito severo

A obesidade freqientemente é considerada como uma doenga do estilo de
vida, causada pela escolha errbnea dos alimentos e pela diminuicdo da atividade
fisica. Estes fatores tém grande influéncia no ganho de peso, entretanto, pesquisas
recentes mostram que fatores hereditarios podem ter importancia equivalente para o
desenvolvimento da obesidade e suas complicacées. Contudo, a importancia dos
fatores genéticos para obesidade ainda estdo em debate (Lonnqvist et al., 1999).

Assim, a causa basica da obesidade € multifatorial e é provavelmente uma
combinacgao entre genética, meio ambiente e fatores psicossociais que determinam o
balanco entre a ingestdo alimentar e o gasto energético (Bell-Anderson & Bryson,
2004). Estudos epidemioldgicos (Lissner & Heitmann, 1995) demonstraram varios
fatores vinculados a prevaléncia da obesidade, que podem ser observados na
Tabela 3.

O peso corporal é regulado por uma interacdo complexa entre horménios e
neuropeptideos, sob controle principal de nucleos hipotalamicos (Kim et al., 2000),
que é responsavel pelo apetite, taxa metabdlica e atividade fisica (Bell-Anderson &
Bryson, 2004). Leptina e os horménios tireoidianos estdo envolvidos na regulagéo do
balanco energético (Vendrell et al., 2004).



Tabela 3. Fatores Vinculados a Prevaléncia da Obesidade

Fatores Demograficos
Aumento da idade
Sexo feminino

Origem racial

Fatores Socioculturais
Baixo nivel cultural
Estado civil casado
Baixa renda

Fatores Bioldgicos
Paridade

Fatores Comportamentais

Ingestédo de gordura
Consumo de alcool

Inatividade

Tabela adaptada de Waitzberg, 2000.

1.2- Restricao Alimentar

O cerne do tratamento atual da obesidade baseia-se em terapias
comportamentais dirigidas. O individuo obeso deve ser avaliado profundamente, em
relacdo a erros em habitos alimentares e de atividade fisica, presenca de sintomas
depressivos, presenca de complicacdes e doencas associadas a obesidade (Mancini
& Halpern, 2002).

Os principios do controle do peso em individuos com sobrepeso e obesidade
sdo atingir uma perda de peso clinicamente significante (Finer, 2001). O “National
Institutes of Health” sugere reducdo de 10% do peso como objetivo inicial. Uma
perda de 5 a 10% do peso tem mostrado reduzir o risco de doenca cardiaca
(Strychar, 2006).

Para a perda de peso as estratégias mais utilizadas sdo a reducédo da
ingestao caldrica e o aumento da atividade fisica (Weiss et al., 2006). Pesquisas
concluiram que programas combinando ambos 0os comportamentos sdo geralmente
mais efetivos em reduzir peso do que apenas um deles (Dunn et al., 2006).



Apesar da restricao calérica ser freqlentemente prescrita para obeso nao
diabético e obeso com diabetes tipo 2, pouca informagédo esta disponivel sobre as
mudangas que ocorrem na expressdao de genes durante a restricdo caldrica em
humanos (Viguerie et al., 2005).

As dietas hipocaldricas sdo comumente usadas para tratar a obesidade. Elas
tém papel central na redugdo de gordura em individuos obesos. As principais vias
metabdlicas ou de sinalizagdo que regulam a deplecéo lipidica em resposta a
restricdo caldrica ainda sao desconhecidas (Dahlman et al, 2005). Pouco é
conhecido sobre as vias pelas quais 0os macronutrientes e a restricdo calérica afetam
a regulagao da expressao génica do tecido adiposo (Viguerie et al., 2005).

A restricdo alimentar, em modelos experimentais, induz reducao na taxa de
mortalidade e aumento da longevidade. Entre humanos obesos que estdo tentando
perder peso, a perda de peso esta associada com reducao de fatores de risco para
doencas cardiovasculares, diminuicdo da taxa de incidéncia de diabetes mellitus tipo
2 e aumento da qualidade de vida (Vasselli et al., 2005).

A restricao caldrica tem mostrado melhora da imunidade e prolongamento da
vida em modelos animais ndo obesos. Entretanto, os beneficios imunolégicos da
restricdo cal6rica sdo reduzidos em animais obesos quando comparados com 0S
magros (Santos et al., 2003).

Existe muito interesse sobre a composi¢cdo da dieta e a perda de peso,
contudo, falta determinar a razdo entre lipideo e carboidrato nas dietas de baixo
valor calérico que melhor facilitam a perda de peso e melhoram o perfil metabdlico. A
dieta pobre em lipideo € geralmente considerada melhor do que a rica em lipideo
porque o paciente se beneficia com a diminuicdo dos fatores de risco cardiovascular
e também resulta em perda de peso (Vigueire et al., 2005).

As dietas de baixo valor calérico tém sido tradicionalmente definidas como
balanceadas em proteinas, carboidratos e gorduras, em quantidades reduzidas.
Devem ter muita fibra e baixo indice glicémico, o que se associa com aumento da
saciedade, resposta glicémica pds-prandial mais baixa e menores niveis de insulina
(Finer, 2001).

Essa dieta pode levar a perda de peso de 8%, em média, durante um periodo
de 3 a 12 meses. Resulta em perda de peso também por diminuir a quantidade de
gordura abdominal, mostrada pela redugdo da circunferéncia da cintura (Strychar,
2006).



A terapia nutricional deve garantir que as dietas sejam seguras, que evitem o
aumento dos niveis de glicose pos-prandial e concentracao de lipideo sérico, que
induzam uma composicao ideal de lipideos séricos para doenca arterial coronariana,
que ndao aumentem o risco de hipertensdo ou cancer e que contenham quantidade

adequada de nutrientes, mantendo a perda de peso (Strychar, 2006).

1.3- Leptina

O tecido adiposo participa ativamente na regulacdo de energia corporal,
principalmente, através de uma rede de sinais enddcrinos, paracrinos e autocrinos;
isto permite que o adipdcito tenha um papel metabdlico em outros tecidos. A
participacao do tecido adiposo como tecido endécrino foi somente reconhecida
recentemente quando foi descrita a participagdo deste tecido em relacdo aos
esterdides sexuais. Posteriormente, foram identificados uma séries de sinais
quimicos que se originam no adipécito. Este é o caso do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e seus respectivos receptores sollveis, a proteina
ligante do retinol e, principalmente, a leptina, horménio regulatério da energia
corporal (Douglas, 2002).

Segundo Flier et al. (2000), a leptina € uma proteina sérica de 16 kDa com
meia vida de 25 — 40 minutos. E sintetizada e secretada principalmente pelos
adipécitos, mas também encontrada na placenta, coragcdo, ovarios, glandulas
mamarias e endotélio gastrico.

A leptina circula no plasma parcialmente ligada a proteinas plasmaticas,
sendo que a percentagem de ligagdo € maior em individuos magros
(aproximadamente 45%) que em obesos (aproximadamente 20%) e quando existe
mutagdo do receptor de leptina a fracdo do hormdnio ligado as proteinas
plasmaticas pode chegar a 80%. Existe outro pool de leptina que se fixa a sitios de
ligagcao tissulares, participando aparentemente na manutencdo do steady-state da
taxa de leptina circulante (Douglas, 2002).

A leptina age como sinal de saciedade no hipotalamo e, deste modo, controla
0 peso corporal ndo somente pela diminuicdo da ingestdo de alimentos, mas
também pelo aumento do gasto energético (Giacobino, 2002).

Os efeitos da leptina s&o mediados pelos receptores de leptina
predominantemente encontrados no hipotalamo, e sdo essenciais para que haja os
efeitos centrais e periféricos (Bell-Anderson & Bryson, 2004). A leptina despolariza



0s neur6nios do hipotadlamo ventricular, inibe a liberagao do neuropeptideo Y (Figura
1) e regula as aferéncias vagais no estbmago, porém, os mecanismos que regulam

estes efeitos n&o sdo conhecidos (Douglas, 2002).

Glicocorticéides, > Hipotalamo
Estrogénios, TNF-a,
Insulina, T gorduras, L
l expresséo fatores orexigenos
(+) %
\ Leptina N Y
(.V \kk)

(-)
T catecolaminas, Ingestao Alimentar _Gasto Energético
androgénios, jejum
prolongado \ /

Adipécito Homeostase da gordura corporal

Figura 1. Mecanismos moleculares que estimulam a secrecdo de leptina e regulam no hipotalamo
diferentes fatores que modulam o gasto energético e a homeostase da gordura corporal. NPY:
neuropeptideo Y; MHC: horménio concentrador de melanina. (+): estimulacéo; (-): depressao; T:

aumento; 4: diminuicdo (Adaptado de Douglas, 2002).

A expressdao de RNA mensageiro (MRNA) de leptina € aumentada pela
insulina, glicocorticéides, e varias citocinas como TNF-a e interleucina-1 (IL-1). Os
niveis séricos de leptina estdo aumentados em algumas patologias incluindo
insuficiéncia renal crénica, sepse aguda e diabetes. Em contraste, o jejum reduz os
niveis séricos de leptina (Nakamura et al., 2000).

Aparentemente, o papel mais importante da leptina seria a regulacédo da
homeostase energética, ao agir como mediador da adaptacdo ao jejum quando
estimula complexos neurais, metabdlicos, hormonais e ajuste comportamental, com
o objetivo de manter um suprimento de substratos energéticos adequados para
serem utilizados pelo cérebro, com o intuito de proteger a massa magra e permitir a
sobrevivéncia. O principal aspecto dessa adaptagdo seria a capacidade do
organismo de desviar o metabolismo de carboidratos para o de lipideos durante o
jejum, que acontece principalmente pela queda da taxa de insulina e elevagéao de

seus hormédnios antagonistas (glucagon, cortisol, adrenalina). Outra adaptacao ao



jejum inclui a diminuicdo dos horménios tireoidianos e gonadais, elevacdao dos
glicocorticéides, diminuicdo da temperatura corporal e aumento da sensacao de
fome (Douglas, 2002).

A concentracdo plasmatica de leptina, em humanos, ¢é fortemente
correlacionada com a quantidade de gordura corporal e IMC. Os niveis séricos de
leptina aumentam com a progressdo da obesidade em ambos 0s sex0s, mas sao
mais altos em mulheres do que em homens (Komorowski et al., 2000).

A correlagdo entre gordura corporal e concentragdo de leptina circulante
mostra grande variabilidade individual, que pode ser devido a diferengas na taxa
metabdlica basal. Estudos anteriores que mostraram a relagédo entre leptina
circulante e TMB apresentaram resultados conflitantes: alguns com associacao
positiva, outros negativa e outros sem associagao (Johnstone et al., 2005).

Os niveis de leptina, geralmente, estdo diminuidos durante a restricao
calérica. Foi observado uma diminuicdo de 33% nos niveis de mRNA de leptina no
tecido adiposo, que foi acompanhada por uma diminuicdo de 29% nos niveis de
leptina circulante, durante a administragdo de uma dieta de baixo valor calérico
(Viguerie et al., 2005).

Acredita-se que a leptina, além de participar ativamente na regulacao do peso
corporal e ingestdao alimentar, desempenha outros papéis no eixo neuroenddcrino
(Douglas, 2002).

1.4- Hormdnios Tireoidianos

A glandula tire6ide € um dos 6rgaos endocrinos mais estudados, e talvez um
dos mais conhecidos; mas ainda restam muitos aspectos que exigem pesquisas a
serem realizadas, para que se compreenda o papel exato desta glandula endécrina,
como mecanismo controlador, regulador e modulador de fungdes, dado que seus
efeitos podem ser evidenciados em muitos niveis da organicidade. Como efeito, a
maior parte dos tecidos possui receptores para os hormdnios tireoidianos e, por
conseguinte, muitas e diferentes fungdes podem ser ativadas (Douglas, 2002).

Os hormonios tireoidianos agem através de seus receptores nucleares (TR),
TRa e TRP (Brent, 1994). TRP parece desempenhar papel essencial sobre a
regulacdo do TSH (Kaneshige et al., 2000). O TRa apresenta papel importante na

mediacao de efeitos cronotropicos e inotrépicos do hormdnio tireoidiano no coracao



(Trost et al, 2000). A maioria das agdes dos hormdnios tireoidianos, entretanto, sao
provavelmente mediadas por ambos os receptores (Brent, 2000).

Os hormonios tireoidianos estdo essencialmente envolvidos na regulagdo do
gasto energético e na termogénese, e a disfuncao tireoidiana é frequentemente
associada com mudancgas no apetite e peso corporal (Kautzky-Willer et al., 1999).

Varios sao os transtornos derivados da fungéo tireoidiana, alguns evoluindo
com hipofuncdo (hipotireoidismo), outros com hiperfuncéo (hipertireoidismo) e
outros, ainda, em que se altera a estrutura da glandula tiredide, sem grande
modificagdo de seu nivel funcional normal (Douglas, 2002).

Os dados da literatura sao conflitantes a respeito da relagdo entre funcao
tireoidiana e o peso corporal. Alguns estudos mostram niveis altos, outros baixos e
outros similares em individuos obesos comparados com individuos de peso normal
(Naslund et al., 2000).

O eixo hipofise — tiredide atua em conjunto com o sistema nervoso simpatico,
desempenhando papel central na regulacdo do metabolismo do tecido adiposo
(Pinkney et al., 1998).

Tem sido sugerido que baixa taxa metabdlica seja um preditor de risco para o
desenvolvimento da obesidade e que variagdes na concentragcao de Tz contribuem
para as variacoes observadas no gasto energético. Uma vez que os HT aumentam a
TMB, funcéo reduzida da tiredide contribui para a obesidade. Esta bem estabelecido
que a ingestao alimentar assim como o efeito térmico dos alimentos esta diminuido
no hipotireoidismo, enquanto o estado de hipertirecidismo esta associado com
aumento da ingestao alimentar e aumento do efeito térmico dos alimentos. Como
consequéncia, o peso corporal € em média diminuido no hipertireoidismo em 15% e
aumentado no hipotireoidismo em 15 — 30% (Krotkiewski, 2002).

O hormonio estimulador da tiredide (TSH) e os horménios tireoidianos
periféricos (Tz e T4) estdo aumentados na obesidade. A causa desse aumento nédo
esta clara. O aumento na concentragdo dos horménios tireoidianos pode indicar
resisténcia ao hormdnio, a semelhangca da resisténcia a insulina que existe na
obesidade. Em suporte a esta teoria esta o fato de que na obesidade receptores de
T3 estao diminuidos e o feedback negativo entre TSH e T3 também esta diminuido
(Reinehr & Andler, 2002).

Algumas alteragGes, como a menor atividade de conversdo de T4 a T3 €

metabolismo periférico de HT prejudicado, sdo provavelmente adaptativas na



maioria dos pacientes com sobrepeso e secundaria a realimentacdo, e sao
eliminadas apés a perda de peso (Krotkiewski, 2002).

Segundo Kim et al. (2000), a fome esta associada a depressdo do eixo
hipotalamo — hipéfise — tiredide. Sendo assim, T3, T4, TSH e TRH estédo reduzidos
em humanos durante o jejum.

A administracdo de HT resulta em aumento da perda de peso e TMB. A
maioria dos estudos utilizam doses suprafisioldgicas de T3 que variam de 150 a 2000
pg/dia. Altas doses de Tz causam varios efeitos colaterais, como problemas
cardiacos, fragueza muscular e deplecao excessiva de massa magra (Krotkiewski,
2000). Recentemente, doses menores de T3 variando de 5 a 20 ug, tém sido usadas
como suplemento a dietas de baixo valor calérico. O propésito da suplementacao é
preferencialmente a prevencgéo da hipoglicemia durante a administracdo de dieta de
muito baixo valor cal6rico ou melhoria da hiperlipidemia, 0 aumento da concentracao
de globulina ligada a hormdnios sexuais (SHBG), a melhora do perfil hormonal sem
influéncia principal da taxa de peso corp6reo ou TMB, durante ingestao de dieta de

baixo valor calérico (Krotkiewski, 2002).

1.5- Associacao de Leptina e Horménios Tireoidianos

Desde que foi descoberto que a leptina aumenta a TMB, varios estudos tém
procurado correlacionar leptina com os HT, encontrando resultados conflitantes
(Naslund et al., 2000).

A leptina pode ser um dos moduladores da fungao tireoidiana em pacientes
obesos sem disfuncao da tire6ide e também em pacientes em condic¢ées criticas. O
exato mecanismo da acdo da leptina na funcao tireoidiana ainda necessita de mais
estudos (Isozaki et al., 2004).

Alguns estudos tém descrito a correlacao entre a leptina e TSH; de fato a
leptina j& tem sido considerada a mediadora responsavel pelo aumento na produgao
de TSH (Reinehr & Andler, 2002).

Em jejum a atividade da tiredide cai, levando a reducé&o do gasto energético.
A secrecao de leptina também cai com a restricdo de alimentos, sugerindo que a
leptina e a tiredide podem responder paralelamente (Pinkney et al., 1998).

A leptina pode restaurar a sensibilidade dos neurénios hipofisiotréficos para
os efeitos de feedback dos hormédnios tireoidianos (Krotkiewski, 2002). Regula a
expressdo do TRH no nucleo paraventricular do hipotalamo, assim influenciando o



eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide. Tem sido descrito que a inanigdo causa a
supressao da expressao do TRH no nucleo paraventricular do hipotdlamo em ratos,
apesar da queda nos niveis de T4 que deveriam aumentar TRH, e que o tratamento
com leptina, durante a inanig¢ao, previne esta supressao (Komorowski et al., 2000).

A perda de peso € frequentemente encontrada em pacientes com
hipertireoidismo, e isto também esté ligado a reducdo da massa de gordura. Existem
varios relatos mostrando que ndo ha alteragdo nos niveis séricos de leptina na
disfuncgao tireoidiana, entretanto alguns relatos mostram diminui¢cdo da leptina sérica
no hipotireoidismo (Nakamura et al., 2000).

Como existe uma variabilidade nos niveis de leptina, até mesmo em
condigcdes iguais de IMC, é possivel que a expressao génica e a secrecao de leptina
sejam reguladas por varios fatores, incluindo os hormdnios tireoidianos (Yoshida et
al., 1998).

Os horménios tireoidianos regulam a expressdo de mRNA de leptina e a
secrecao de leptina pelos adipécitos in vitro. A concentracao de leptina € aumentada
ou nao se altera em resposta ao hipertireoidismo, enquanto no hipotireoidismo ela
cai e se correlaciona positivamente com a diminuicdo do gasto energético. A
significancia funcional dos niveis séricos de leptina mais baixo, no hipotireoidismo,
permanece desconhecida (Mantzoros, 1999).

Yoshida et al. (1998) mostraram que o T3z, em doses fisioloégicas, aumenta a
expressdao de mRNA de leptina e sua secrecao. Esses achados sugerem que niveis
fisiolégicos de horménios tireoidianos podem ser necessarios para que haja uma
apropriada secregdo de leptina. Esses autores notaram também que os niveis
séricos de leptina em pacientes com hipertireoidismo foram semelhantes com os
niveis de individuos normais. O excesso de hormonios tireoidianos nesses pacientes
nao causou elevacao da concentracdo sérica de leptina comparado aos niveis
esperados para o IMC. Ja os niveis séricos de leptina foram significantemente
diminuidos nos pacientes com hipotireoidismo.

Diferente do que ja foi descrito, um estudo realizado por Kautzky-Willer et al.
(1999) mostrou que a concentracdo plasmatica de leptina encontrou-se aumentada
em pacientes obesos com hipotireoidismo comparado a obesos com hipertireoidismo
e normais, apesar de grau parecido de obesidade e massa de gordura corporea.
Deste modo, para os autores, a elevacao plasmatica de leptina parece caracterizar

pacientes obesos com hipotireoidismo e ndo somente reflete mudangas no peso



corporal secundario ao problema tireoidiano. Em concordancia com os outros
estudos, a leptina plasmatica nao foi alterada em pacientes magros e obesos com
hipertireoidismo.

Essa elevagdo plasmatica de leptina em pacientes obesos com
hipotireoidismo suporta a hipétese que a queda prolongada na concentragdo de
hormonios tireoidianos esta associada com inadequada supressao da expressao da
leptina. O aumento da leptina plasmatica neste grupo pode também servir como
explicagdo para a reducdo do apetite, apesar do aumento do peso corporal
observado em pessoas com hipotireoidismo néo tratado. Recentemente, 0 aumento
na concentracdo plasmatica de leptina também foi encontrado em pacientes
moderadamente obesos com hipotireoidismo. Entretanto, no estudo, pacientes com
hipotireoidismo foram levemente mais obesos do que os com hipertireoidismo ou
normais (Kautzky-Willer et al., 1999).

Komorowski et al. (2000) mostraram relacdo entre secrecdo de Tz livre e
concentracdo de leptina em pacientes obesos. A administracdo intravenosa de TRH
estimula diretamente a liberagcdo de TSH pela hipoéfise. Em pacientes eutireoideos
magros e obesos, 0 nivel de leptina no sangue depois da administracdo de TRH
diminuiu, e a relacao entre mobilizagdo de TSH e niveis de leptina foi negativa.

Ainda ndo se sabe se a leptina pode influenciar o eixo tireoidiano em
condices fisiologicas e se a insensibilidade a leptina e sua concentragdo seérica
aumentada, associadas com a obesidade, podem ter qualquer influéncia sobre o
eixo TRH-TSH-tiredide (Krotkiewski, 2002). Também nao esta claro se a perda de
peso afeta a relagdo entre a leptina e os horménios tireoidianos (Né&slund et al.,
2000).

Depois da perda de 5 — 10% do peso corporeo, tanto em animais quanto em
humanos, € dificil a continuidade dessa perda. Nao foram encontrados na literatura
estudos que demonstram o que dificulta a perda de peso nessa etapa. Como a
literatura define uma associacdo entre leptina € hormdnios tireoidianos, torna-se
importante o estudo dessa relacao na obesidade e apds a perda de peso corporeo.

Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que aborda a influéncia
da restricao calérica e da administracao de HT sobre a expressao de leptina e TR

na obesidade e na perda de peso.



2- HIPOTESE



Apés a perda de 5 — 10% de peso corpdreo a concentragdo de hormonios
tireoidianos diminui, reduzindo, assim, a expressdao génica de leptina, levando a

estabilidade da perda de peso.



3- OBJETIVO



Analisar a inter-relacdo entre leptina e hormoénios tireoidianos em ratos

obesos e apos perda de 5 — 10% do peso corpéreo.



4- MATERIAL E METODOS



4.1- Animais

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (anexo
01), estando de acordo com o “Guia para Cuidados e Usos de Animais
Experimentais”.

Para este trabalho foram utilizados 60 ratos da raca Wistar, machos, com 30
dias de idade, provenientes do Biotério Central da UNESP de Botucatu. Os animais
foram separados, por sorteio, primeiramente em dois grupos: Controle (C) com 15
animais; e Obeso (OB) com 30 animais. O grupo controle recebeu ragao comercial
ad libitum, enquanto o grupo obeso foi submetido a um processo de indugdo de
obesidade e recebeu a mesma racao acrescida de dieta de cafeteria ad libitum, por
15 semanas (etapa 1). Apos este periodo, os animais do grupo OB foram separados
em trés grupos: Obeso, Restricdo Alimentar (RIA), e Restricdo Alimentar com
administracao subcutanea de T3 (RHT) na dose de 0,5ug9/100g de peso do animal.
Fizeram parte dos grupos OB e RIA 10 animais, enquanto cinco participaram do
grupo RHT. Durante o periodo de restricao alimentar (oito semanas) os animais do
grupo RIA e RHT passaram a ser alimentados com a dieta padréo, racdo Labina, e
receberam 75% da quantidade ingerida pelo grupo C. Assim, a restricao aplicada a
esses grupos foi de 25% (Fernandez-Galaz et al., 2002). Apds quatro semanas de
restricdo (etapa 2), o grupo RHT foi submetido ao tratamento com horménio
tireoidiano, até o final do experimento (etapa 3), como delineado na Figura 2.

Cinco animais de cada grupo, variando de acordo com o momento, foram
eutanasiados entre 8:00 e 10:00h, sendo na 12 etapa 5 ratos do grupo C e 5 do
grupo OB; na 22, 5 ratos do grupo C, 5 do OB e 5 do RIA; e na 32 eutanasiados 5
animais do grupo C, 5 do OB, 5 do grupo RIA e 5 do grupo RHT. A eutanasia dos
animais foi necessaria para a realizacdo dos exames bioquimicos, das dosagens
hormonais e verificacdo da expressao de leptina e receptores de HT.

O consumo da dieta foi controlado diariamente e o peso corporal dos ratos
aferido semanalmente, utilizando-se uma balanga digital Mettler® modelo Spider 2.
Durante o trabalho, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno
individuais forradas com maravalha de Pinus esterilizada, com tampa de arame
cromado, em ambiente com temperatura (22 — 26°C) e luminosidade (ciclo claro-

escuro — 12h) controladas.



Controle (n=20) Obeso (n=40)

4 semanas
Obeso (n=10) RIA (n=15)
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v v RIA (n=5) RHT (n=5)

Figura 2. Delineamento do estudo.

4.2- Composigéo das Dietas

As dietas experimentais seguiram as especificacbes do guia “Nutrient
requirements of the laboratory rat” para ratos de laboratorio (Nascimento et al, 2006).
A dieta base de todo o processo € a racao comercial Labina da Purina, fabricada em
Paulinia, SP, Brasil. Essa racdo é constituida de 3,76% de gordura, 20,96% de
proteina, 52,28% de carboidrato, 9,60% de cinzas e 13,40% de umidade.

As dietas hipercaléricas consistem na ragdo comercial acrescida da dieta de
cafeteria, composta por leite condensado, chocolate, batata frita, queijo, macarrao,
bolacha (Sclafani & Springer, 1976). Durante o periodo de indugao de obesidade os
animais OB receberam essa dieta, alternando semanalmente entre uma dieta doce e
uma salgada. As Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam os ingredientes utilizados no
preparo das dietas hipercaldricas. A composi¢cao nutricional das dietas pode ser
observada na Tabela 9.



Tabela 4. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 1

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 355 35,5
Amendoim torrado 176 17,6
Caseina 123 12,3
Oleo de milho 82 8,2
Achocolatado 88 8,8
Bolacha Maisena 176 17,6
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 19,4 mg; potassio: 138,4 mg; selénio: 73,1 ug;
sulfato de molibidénio: 150,0 ug; vitamina B12: 34,6 ug; vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina
E: 73,3 ug de equivalente de a-tocoferol; vitamina D: 61,53 pg de equivalente de calciferol; e vitamina
A: 769,21ug de equivalente de retinol.

Tabela 5. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 2

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 439 43,9
Amendoim torrado 218 21,8
Caseina 129 12,9
Oleo de milho 61 6,1
Batata frita 153 15,3
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 26,7 mg; selénio: 62,7 pg; sulfato de
molibidénio: 150,0 pg; vitamina B12: 32,5 ug; vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,11 mg; vitamina E: 67,2 ug
equivalente de oa-tocoferol; vitamina D: 56,33 ug equivalente de calciferol; e vitamina A: 704,14 ug
equivalente de retinol.

Tabela 6. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 3

Ingredientes Quantidade

Ragao Labina (Purina® SP) Ad libitum

Agua e aclcar 300g sacarose/ litro agua




Tabela 7. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 4

Ingredientes Peso () Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 371 37,1
Amendoim torrado 185 18,5
Caseina 99 9,9
Oleo de milho 68 6,8
Macarrao instantaneo 185 18,5
Queijo ralado 92 9,2
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 24,1 mg; potassio: 35,6 mg; selénio: 70,8 ug;
sulfato de molibidénio: 150,0 ug; vitamina B12: 34,2 ug; vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina
E: 71,9 ug de equivalente de a-tocoferol; vitamina D: 60,4 ug de equivalente de calciferol; e vitamina
A: 750,45 ug de equivalente de retinol.

Tabela 8. Ingredientes utilizados no preparo da dieta 5

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 359 35,9
Amendoim torrado 179 17,9
Caseina 105 10,5
Oleo de milho 80 8,0
Leite condensado 161 16,1
Bolacha Wafer 116 11,6
Total 1000 100

Para cada 10009 de dieta foram acrescentados: ferro: 25,2 mg; potassio: 104,8 mg; selénio: 73,1 ug;
sulfato de molibidénio: 150,0 ug; vitamina B12: 34,5 ug; vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina
E: 72,8 ug de equivalente de a-tocoferol; vitamina D: 61,17 pug de equivalente de calciferol; e vitamina
A: 764,56 ug de equivalente de retinol.

Para verificar a eficiéncia das dietas, ou seja, a capacidade do animal
converter a energia alimentar consumida em peso corporal, foi calculada a eficiéncia
alimentar (EA), dividindo-se o ganho total de peso dos animais (g) pelo consumo
alimentar (g) (Diniz et al., 2004).



Tabela 9. Composicao Nutricional das Dietas

Dieta CHO (%) Prot. (%) Lip. (%) Sais (%) Fibra (%) Umid.(%) Kcal/g

Padrao 57,77 27,13 3,34 7,61 4,15 8,29 3,69
1 46,66 27,43 20,08 3,22 2,58 5,42 4,77
2 36,12 30,87 24,62 4,27 412 5,11 4,89
4 41,55 28,00 21,85 4,83 3,77 5,03 4,75
5 32,77 28,45 31,23 3,50 4,15 8,29 5,25

A dieta 3 foi composta de ragao padrao e agua com agucar. Cada ml de agua fornece 1,2 kcal. CHO:
carboidrato; Prot.: proteina; Lip.: lipideo; Umid.: Umidade.

4.3- Caracterizagao dos Grupos

Foram considerados obesos o0s animais que receberam as dietas
hipercaldricas e que se adequaram aos critérios descritos abaixo.

Houve dois critérios para caracterizar os grupos C e OB, ao final das 15
semanas de experimento, o critério biolégico (ingestdo alimentar semanal) e o
critério estatistico (peso corporal final).

Para a ingestao alimentar semanal (IAS) foi construido um intervalo de 95%
de confianga (IC) para a média da IAS dos animais C e OB. Excluiu-se do grupo
controle os animais com IAS acima do limite superior do grupo C (26 g) por um
periodo igual ou superior a 12 semanas. O mesmo procedimento de exclusao
ocorreu para o0s animais do grupo obeso; entretanto, nesse grupo foram excluidos os
ratos com IAS abaixo do limite inferior do respectivo grupo (16 g).

Para o peso corporal final (PCF) foi estabelecido um IC de 95% para a média
do peso de ambos os grupos, determinando assim os limites inferiores e superiores
de cada um. A partir do limite superior do grupo C e do limite inferior do grupo OB foi
determinado o ponto médio, o ponto de separacao (PS), que foi de 499 g. Assim,
foram excluidos do grupo C os animais que apresentavam peso corporal acima do
PS e do grupo OB os animais com peso abaixo do PS.

4.4- Andlise da Composigao Corporal
A composicédo corporal foi determinada com a finalidade de quantificar a
gordura corpérea. Foram obtidos os pesos corporal inicial (PCl) e final (PCF), e o

comprimento dos animais (determinado do nariz a base da cauda). A partir desses



dados foi determinado o indice de Lee (PCF/comprimento), que tem sido
considerado um marcador de obesidade (Li et al., 1997).

Para a andlise da carcaga, os animais foram anestesiados (pentobarbital
sbédico, 50mg/kg, intraperitonial), decapitados e toracotomizados, foram entédo
descartadas as visceras restando apenas a carcaga. Esta foi armazenada a uma
temperatura de 100 + 5°C durante 72 horas em estufa ventilada Fanem®, para a
secagem da mesma. Apds a secagem, a carcaga foi embrulhada em papel filtro e a
gordura extraida em aparelho Extrator de Soxhlet (Corning Incorporated, USA). A
porcentagem de gordura na carcaga foi determinada pela férmula (PP - PSSG) / PPr
x 100, onde PP= peso pds-secagem, PSSG= peso seco apds extracdo da gordura e
PPr= peso pré-secagem.

4.5- Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Como o modelo de obesidade induz alteragbes no perfil glicémico, foi
realizado o teste oral de tolerancia a glicose ao final de todos os momentos
estudados (105, 135 e 165 dias de experimento). Os animais foram submetidos a
jejum de 12 a 15 horas, a partir das 19:00h, e as coletas sanglineas foram
realizadas na artéria caudal, apds este periodo. Foi coletada amostra de sangue na
condicao basal (0’), em seguida, foi administrada gavagem com solugao de glicose a
20% (Glicose Monohidratada, Merck, Sao Paulo, Brasil) equivalente a 3g/kg (Borst,
2005). Amostras de sangue foram entdo, novamente, coletadas na cauda dos
animais nos momentos 30’, 60, 120°, 180’ e 240’ minutos. O aparelho utilizado na
mensuracao dos niveis glicémicos foi o glicosimetro ACCU-CHEK GO KIT (Roche
Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil).

4.6- Exames Bioquimicos
Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas para a realizagcdo dos
exames de colesterol total, HDL, triglicerideos e glicose para caracterizar o padrao

de obesidade.



Apl6s anestesia com pentobarbital sédico, os animais foram decapitados € o
sangue coletado em tubos. O material foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos
para separacao do soro, que foi utilizado para a realizagao dos exames.

Para colesterol total, triglicerideos, HDL colesterol, proteinas totais e aloumina
foram utilizados o método enzimatico colorimétrico. Esses exames foram realizados
com o kit comercial CELM (Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos — Barueri,
Sao Paulo, Brasil), no Laboratério Experimental da Clinica Médica da Faculdade de
Medicina — UNESP — Botucatu. A glicose de jejum foi dosada com o glicosimetro
ACCU-CHEK GO KIT (Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil).

4.7- Dosagens Hormonais
Foram dosadas no plasma, de todos os animais, a concentracao de leptina e

insulina e no soro a concentracao dos hormonios tireoidianos (T3 total).

A dosagem de T3 total foi realizada pelo Laboratério Rhesus (Sao Paulo,
Brasil) e os resultados foram obtidos por radioimunoensaio. Os valores de
normalidade para T3 total variam entre 64 — 86 ng/dL.

Para insulina foi utilizado o kit de imuno-ensaio (kit Linco Research Inc., USA,
Cat n® EZRMI-13K), com uso de leitor de micro-placa (ELISA, Spectra Max 190 —
Molecular Devices, USA). A dosagem de leptina também foi realizada através de
ELISA (kit Linco Research Inc., USA, Cat n® EZRL-83K). Segue em anexo 02 e 03
as técnicas detalhadas do procedimento para dosagem plasmatica de leptina e
insulina, respectivamente.

Para verificar resisténcia a insulina foi utiizada a razdo insulina
plasmatica/glicose plasmatica (Barnes et al., 2003).

4.8- Expressao de Leptina e Receptores de HT
A expressdao dos receptores de hormoénios tireoidianos e de leptina foi

observada, no tecido adiposo, através de técnicas de RT-PCR semi-quantitativo.

4.8.1- Extragdo de RNA total
O RNA total foi extraido do tecido adiposo de acordo com o protocolo do
fabricante, utilizando-se TRIZOL Reagente (Gibco™, Cat. n® 15596-026). Para

visualizar a técnica em todos os detalhes, vide anexo 04.



4.8.2- Gel analitico de agarose para RNA
A visualizacdo do RNA foi feita em gel de agarose 1%. Segue em anexo 05 a

técnica do preparo do gel de agarose 1% e visualizagdo do RNA.

4.8.3- Transcricdo reversa (RT) do RNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit SuperScript First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Brasil, Cat. n® 11904-018). Segue em anexo 06 a
técnica detalhada da transcrigdo reversa do RNA.

4.8.4- Primers

Os primers que foram utilizados neste trabalho para verificar a expressao de
leptina (LEP) e a expressao dos receptores a (TRa) e B (TRpB) de HT, assim como o
tamanho dos fragmentos amplificados, em pares de base (pb), estdo apresentados
na Tabela 10. Os primers foram desenhados no Laboratério de Biologia Molecular da
Clinica Médica — UNESP — Botucatu.

4.8.5- Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Semi-Quantitativo

» Foi determinada a temperatura de anelamento ideal para cada par de
oligonucleotideos iniciadores dos gene-especificos.

» Foi padronizado o “PCR multiplex” (amplificacdo no mesmo PCR do gene alvo e
do gene constitutivo, a ser utilizado como referéncia para a quantificacdo do gene
alvo — Figura 3).

O RT-PCR semi-quantitativo foi validado amplificando-se o gene alvo e o

gene constitutivo num mesmo tubo, uma vez que a combinagcdo dos respectivos
pares de oligonucleotideos iniciadores (primers) se mostrou compativel com a
amplificagdo simultéanea (“multiplex”). A Tabela 11 apresenta o niumero de ciclos e as
temperaturas de anelamento de cada par de primer.

A reacado foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycle gradient
(modelo 5331, Bio Research do Brasil). Segue em anexo 07 a técnica detalhada da

reacao.



Tabela 10. Seqtiéncia dos primers utilizados e tamanho dos fragmentos

Primer Sequéncia Fragmento
LEP sense 5 TCCAAGAAGAAGAAGACCCC ¥ 190 pb
LEP antissense 5 TGGCGGATACCGACTGCGTG 3
TRa sense 5 TGGGCAAGTCACTCTCTG 3 214 pb
TRa antissense 5" TCAGTCACCTTCATCAGC &
TRp sense 5 CCGTGTAGAGTAGATGTCTC ¥ 226 pb
TR antissense 5 TGAGTTCCCTTGCTTTTCAC 3
Ciclofilina sense 5 ACGCCGCTGTCTCTTTTC 3 440 pb

Ciclofilina antissense 5 TGCCTTCTTTCACCTTGC 3

Lep: leptina; TRo: receptor o para HT; TRB: receptor para HT

A Ciclofilina foi utilizada como controle interno nas reagdes de RT-PCR semi-quantitativo.

440pb —P
226 pb —>

Figura 3. Visualizagdo da padronizagao do “multiplex” em gel de agarose 1% para TRp. Ciclofilina:

440 pb; TRB: 226 pb. 1: simplex — ciclofilina; 2: duplex — ciclofilina e TRp; 3: simplex - TRp.

A quantificagdo das amostras foi obtida dividindo-se o gene alvo pelo gene
constitutivo (ciclofilina). Essa quantificagdo e o registro fotografico das amostras
foram realizados por meio do software da UVP Labwoks (versdo 3.0.02.00 para
Windows 98/NT). A Figura 5 apresenta o grafico da quantificagdo de amostras para

PCR semi-quantitativo.



Tabela 11. Numero de ciclos e temperaturas de anelamento dos primers

Primers N¢ Ciclos Temp. Anelamento
LEP 36 57,2°C
TRa 36 61,1°C
TRB 38 58,4°C

Lep: leptina; TRa: receptor o para HT; TRP: receptor para HT

440 pb
190 pb —p

Figura 4. Visualizagao das amostras em gel de agarose 1% e confirmagéo pelo tamanho da banda.
Todas as amostras sdo de animais C na etapa 1 (15 semanas de experimento). O peso molecular de

440 pb mostra a amplificacdo do gene da ciclofilina; o peso molecular de 190 pb mostra a
amplificagao do gene de leptina.
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Figura 5. Grafico da quantificagdo das amostras para PCR semi-quantitativo. Amostras de animais
OB na etapa 1 (15 semanas de experimento). r1: curva para a expressao do gene da ciclofilina; r3:
curva para a expressao do gene de receptor § para HT.



4.9- Andlise Estatistica

Para a analise estatistica das variaveis morfolégicas, bioquimicas,
nutricionais, composi¢ao corporal, area glicémica, dosagens hormonais e expressao
génica foram utilizadas a técnica de andlise de variancia (ANOVA), para o esquema
de dois fatores (momentos e grupos) complementados com o teste de Bonferroni.
Quando houve comparacgbes apenas entre dois grupos, foi utilizado o teste “t” de
student (Zar, 1999).

Para a evolugéo de peso foi feito o intervalo de confianga de 95% e, entéo,
foram determinados os limites inferiores e superiores para cada grupo, durante todo
0 experimento.

Para o perfil glicémico foi utilizada a técnica de analise de medidas repetidas
nos momentos basal, 60°, 180" e 240'.

A associagao entre a expressao génica de leptina e TRP foi realizada por
meio do coeficiente de correlacao linear de Pearson.

Os dados foram expressos em média + desvio padréo. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.



5- RESULTADOS



5.1- Evolucéao de Peso
Para caracterizar os grupos, 4 animais OB foram excluidos do estudo pelo

critério bioldgico (ingestao alimentar), enquanto 2 animais C e 1 OB foram excluidos
pelo critério estatistico (peso). A evolugdo do peso dos animais (anexo 8) esta
apresentada na Figura 6. Os animais que consumiram as dietas hipercaloricas
tiveram ganho significante de peso em relagdo ao grupo controle. Apds a
instauragcdo da restricdo alimentar, os grupos RIA e RHT tiveram reducao
significativa de peso, sendo similar ao grupo controle no final do experimento
(458,14 + 23,28 e 448,32 + 20,42 vs 493,12 + 44 ,43; p>0,05, respectivamente). Na
primeira etapa da restricdo alimentar, o grupo perdeu 9,46% do peso corporal.
Quando RIA e RHT foram separados, o grupo RIA perdeu mais 5,63%, tendo uma
perda total de 15,09% de peso em 8 semanas. O grupo RHT perdeu outros 8,87%

de peso, chegando a uma perda de 18,33%.

5.2- Ingestao Alimentar e Hidrica
A Tabela 12 mostra a ingestdo hidrica, alimentar e caldrica dos grupos de

acordo com a etapa e a eficiéncia alimentar das dietas. O grupo OB apresentou um
aumento significativo da ingestao calérica apenas na etapa 3 (95,90 = 8,10 e 94,04 +
4,95 vs 110,45 + 10,32; p<0,05) sendo que o consumo alimentar nao apresentou
diferenca. O grupo RIA, na etapa 2, foi estatisticamente menor que o C em relagao
ao consumo alimentar (17,27 = 0,11 vs 23,19 + 2,82; p<0,05) e nao apresentou
diferenca estatistica em relacao ao grupo OB (17,27 £ 0,11 vs 16,80 * 0,95; p>0,05),
porém sua ingestao calérica foi significativamente menor quando comparada aos
mesmos grupos (63,71 £ 0,40 vs 85,56 + 10,39 e 94,04 + 4,95; p<0,05). Na etapa 3
0 consumo alimentar e ingestédo calérica dos grupos RIA e RHT foi 0 mesmo, ja que
ambos os grupos foram submetidos a mesma restricdo (17,09 + 0,01). Os grupos
RIA e RHT apresentaram consumo alimentar similar ao do grupo OB (17,09 = 0,01
vs 19,13 £ 2,12; p>0,05) e estatisticamente diminuido em relagéo ao grupo C (17,09

+ 0,01 vs 22,72 + 2,35; p<0,05. Ja& a ingestdo caldrica foi significativamente
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Figura 6. Evolugado do peso corporal, em 23 semanas de experimento, de animais que receberam
dietas hipercaléricas (Obeso), ragcdo comercial (Controle), restricdo de 25% de ragdo comercial (RIA)
e animais que além da restrigdo alimentar de 25% receberam 5ug/100g de peso de HT (RHT). O
grupo RIA recebeu dieta hipercaldrica até a 152 semana; apos este periodo, o grupo foi submetido a
restricdo alimentar. O grupo RHT também recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana, foi entao
submetido a restrigao alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de 5u19/100g de peso de HT.
izpeso inicial dos animais. Dados expressos em média, em percentagem e intervalos de confianga de
95%.



diminuida nos grupos RIA e RHT quando comparados com C (63,06 + 0,03 vs
83,82 + 8,65; p<0,05) e OB (63,06 + 0,03 vs 110,45 + 10,32; p<0,05). Apesar do
grupo OB ter consumido quantidade significativamente menor de racao (Figura 7)
em todas as etapas (17,78 + 1,65 vs 23,76 + 0,74; 16,80 + 0,95 vs 23,19 *+ 2,82;
19,13 £ 2,12 vs 22,72 *+ 2,35; p<0,05), sua ingestao caldrica foi maior que o grupo C,
sendo esta diferenca significante apenas na ultima etapa do experimento (110,45 +
10,32 vs 83,82 £ 8,65; p<0,05). O aumento da ingestdo calérica se deve a alta
ingestao hidrica do grupo OB no periodo de dieta 3, agua com acucar (Figura 8),
porém apenas na etapa 3 o grupo OB apresentou aumento significativo do consumo
hidrico em relagéo ao grupo C (50,72 + 9,12 vs 33,68 = 1,11; p<0,05). Na etapa 2 o
grupo RIA apresentou consumo hidrico semelhante ao do grupo C (33,95 £ 5,50 vs
36,22 * 4,49; p>0,05) e significativamente menor que o OB (33,95 + 5,50 vs 47,15 +
9,09; p<0,05. Os grupos RIA e RHT, na etapa 3, mantiveram o0 mesmo
comportamento (38,98 = 9,60 vs 32,82 + 4,57; p>0,05) , sendo estatisticamente
menor que o grupo OB (38,98 + 9,60 e 32,82 + 4,57 vs 50,72 + 9,12; p<0,05). A
Figura 9 apresenta a ingestao cal6rica dos grupos para cada etapa do experimento.
A eficiéncia alimentar foi estatisticamente maior no grupo OB em todas as etapas do
experimento quando comparado ao C (23,1 +1,9 vs 13,8 + 0,6 etapa 1; 83,6 + 7,2 vs
56,3 + 5,2 etapa 2; 90,1 £ 2,1 vs 58,5 + 3,4 etapa 3; p<0,05). Na etapa 2 o grupo RIA
foi menor que o C (-10,6 + 1,8 vs 56,3 = 5,2; p<0,05) e que o grupo OB (-10,6 + 1,8
vs 83,6 + 7,2; p<0,05). Os grupos RIA e RHT, na etapa 3, apresentaram diminuicao
da EA devido a restricao alimentar apresentando o mesmo comportamento (-6,5 +
2,1 vs-10,2 £ 2,8; p>0,05) e sendo significativamente menores que o grupo C (-6,5 +
2,1 vs58,5 *3,4; p<0,05e -10,2 + 2,8 vs 58,5 * 3,4; p<0,05, respectivamente).



Tabela 12. Ingestdo alimentar (g), calérica (kcal) e hidrica (mL), e eficiéncia
alimentar (EA) dos animais controle (C), obeso (OB), com restricdo alimentar (RIA) e
com restricdo alimentar e administracdo de dose fisiolégica de HT (RHT), durante
todo o periodo experimental.

Variaveis

Grupos Consumo (gr)  Consumo (kcal) Ingestdo Hidrica EA

C1 23,76 £0,74b 87,68t2,72Aa 3550+1,79A2 13,8+ 0,6 Aa
OB 1 17,78+£1,65a 9590+8,10Aa 37,06+291Aa 23,1+19Ab
C2 23,19+2,82bH 85,56+ 10,39 Ab 36,22+4,49A2b 56,3+52Bb
OB 2 16,80+ 0,95a 94,04+495A0 47,15t9,09ABb 83,6t 7,2Bc¢
RIA 2 17,27 +0,11a 63,71 +0,40Aa 33,95x550Aa -10,6x1,8Aa
C3 22,72+235n 83,82+865Ab 3368+f1,11Aa 585+34Bb
OB 3 19,13+ 2,12a 110,45+10,32Bc 50,72+9,12Bb  90,1t2,1Cc

RIA 3 17,09+£0,01a 63,06+0,03Aa 3898+960Aa -65%2,1Aa
RHT 3 17,09 £ 0,01 a 63,06 £ 0,03 a 32,82 £4,57 a -10,2£2,8 a

Foi utilizada a técnica de analise de variancia (ANOVA), para o esquema de dois fatores
complementada com o teste de Bonferroni. Dados expressos em média * desvio-padrao. C1: controle
etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3:
controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragdo de HT
etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161 dias de
experimento. Letras mailusculas — comparacdes realizadas dentro do mesmo grupo para etapas
diferentes. Letras minlsculas — comparagdes realizadas dentro da mesma etapa. Letras iguais =
p>0,05; letras diferentes = p<0,05.
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Figura 7. Grafico do consumo alimentar, em gramas, dos animais C, OB, RIA e RHT ao longo do

experimento. O grupo RIA recebeu dieta hipercaldrica até a 152 semana; apds este periodo, o grupo

foi submetido a restrigdo alimentar. O grupo RHT também recebeu dieta hipercalérica até a 152

semana, foi entdo submetido a restricdo alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de

5ug/100g de peso de HT.
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Figura 8. Gréafico do consumo hidrico, em mililitros, dos animais C, OB, RIA e RHT ao longo do

experimento. O grupo RIA recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana; apds este periodo, o grupo

foi submetido a restrigdo alimentar. O grupo RHT também recebeu dista hipercalérica até a 152

semana, foi entdo submetido a restricdo alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de

5ug/100g de peso de HT.
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Figura 9. Gréafico da ingestdo calérica dos grupos nas diferentes etapas do experimento. O grupo
controle recebeu dieta padrao, enquanto o OB recebeu ciclos de dietas hipercaléricas. O grupo RIA
recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana; apds este periodo, o grupo foi submetido a restricdo
alimentar. O grupo RHT também recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana, foi entdo submetido a
restricdo alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de 5ug/100g de peso de HT além da
restricdo alimentar. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05. As comparag¢des mostradas
sao dentro da mesma etapa.



5.3- Composicao Corporal
Os dados morfométricos dos animais podem ser visualizados na Tabela 13.

Nao houve diferenga estatistica entre todos os grupos para peso corporal inicial
(PCI), ja para peso corporal final (PCF) houve diferenga significativa entre OB1 e
OB3 (572,75 + 69,19 vs 679,50 * 49,25; p<0,05), OB2 e OB3 (572,57 + 36,62 vs
679,50 £ 49,25; p<0,05) C1 e OB1 (457,76 £ 18,98 vs 572,75 + 69,19; p<0,05 ),
entre C2 e OB2 (471,48 + 26,85 vs 572,57 + 36,62; p<0,07), entre C3 e OB3 (493,12
* 44,43 vs 679,50 + 49,25; p<0,01), entre RIA2 e OB2 (460,57 + 19,05 vs 572,57
36,62; p<0,01), entre RIA 3 e OB3 (458,14 + 23,28 vs 679,50 + 49,25; p<0,01) e
entre RHT3 e OB3 (448,32 + 20,42 vs 679,50 + 49,25; p<0,01). Os ratos OB
apresentaram maior indice de Lee quando comparados com 0s outros animais da
mesma idade. Na etapa 2, os animais C e RIA foram similares (18,03 = 1,03 vs
17,71 £ 0,75; p>0,05) e na etapa 3 o grupo C, RIA e RHT apresentaram indice
semelhante (19,03 £ 1,40 vs 17,43 £ 0,84 vs 17,12 £ 0,87; p>0,05, respectivamente).

As dietas hipercaléricas aumentaram de maneira significativa a quantidade de
gordura da carcaca do grupo OB em relacao aos demais grupos, em todas as etapas
do experimento (Figura 10). Os animais RIA apresentaram diminuigdo da taxa de
gordura corporal em relacdo ao grupo OB (11,6 £ 2,7 vs 20,7 £ 1,7; p<0,05) e foi
similar ao grupo C (11,6 £ 2,7 vs 13,3 £ 4,5; p>0,05), na etapa 2. O grupo RHT, por
sua vez, apresentou diminuicdo significativa da gordura da carcaca em relagéo ao
grupo OB (9,0 £ 2,8 vs 24,9 + 4 4; p<0,05), e foi similar ao grupo RIA (9,0 + 2,8 vs
8,4 +4,5; p>0,05 e ao C (9,0+2,8 vs 14,1 £7,2; p>0,05) (Tabela 14).



Tabela 13. Peso corporal inicial (PCl), peso corporal final (PCF), comprimento
(Comp.) e o indice de Lee (PCF/Comp.) dos animais controle (C), obeso (OB), com
restricao alimentar (RIA) e com restricdo alimentar e administracdo de dose
fisiologica de HT (RHT).

Variaveis
Grupos PCI (9) PCF (9) Comp. (cm) Indice Lee
C1 1143+7,32a 457,8+18,98 a 25,9+0,22a 17,71+ 0,68 a
OB 1 1152+10,95a 572,7+69,19Ab 26,9+ 0,50 Ab 21,3£2,33 Ab
c2 108,6 +531a 471,5%+26,85a 26,1+0,24a 18+1,03 a
OB 2 105,8 £10,37a 572,6 £36,62Ab 26,7 £ 0,27 Ab 21,4 +1,30 Ab
RIA 2 108,9+9,90a 460,6+19,05a 26£0,41a 17,7£0,75a
C3 120,8 +8,81a  493,11+4443a 25,9+1,02a 19+1,40a
OB 3 109,1£7,76a 679,5£49,258p 27,7%0,52Bb 24,5+ 1,85Bb

RIA 3 1145+ 14,032 458,1 +23,28 a 26,3+0,70a 17,4£0,84 a
RHT 3 121,56+£11,99a 448,3+20,42 a 26,2+0,91a 17,1+0,87 a

Foi utilizada a técnica de andlise de variancia (ANOVA), para o esquema de dois fatores
complementada com o teste de Bonferroni. Dados expressos em média * desvio-padrao. C1: controle
etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3:
controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragao de HT
etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161 dias de
experimento. Letras mailsculas — comparacdes realizadas dentro do mesmo grupo para etapas
diferentes. Letras minlsculas — comparagdes realizadas dentro da mesma etapa. Letras iguais =

p>0,05; letras diferentes = p<0,05.



Tabela 14. Andlise de gordura da carcaga para animais controle (C), obeso (OB),
com restricdo alimentar (RIA) e com restricdo alimentar e administracdo de dose
fisioldégica de HT (RHT), durante todo o periodo experimental.

Carcaca

Grupo Agua (mL) Gordura (@) Agua (%) Gordura (%)
C1 2244+ 157 A2 54,9123 Aa 58,3+ 1,7 Aa 14,3+ 0,7 Aa
OB 1 236,1£225A2 1024+224 A0 53,1+6,0 Aa 22,7 £ 3,7 Ab
C2 210,4+14,4ra  49116,8 Aa 56,9 £ 2,6 Aa 13,3+ 4,5 Aa
oB2 250,6 17,3 ABa 97,1121 Ab 53,5+ 1,1 Aa 20,7 £ 1,7 Ab
RIA 2 208,3+ 7,4 Aa 41 +11,1 Aa 59,2+ 2,4 Aa 11,6 £ 2,7 Aa
C3 221+ 8,4 Aa 56,3+ 31,4 Aa 56,9+ 3,8 Aab 14,1 +7,2 Aa
OB 3 2746 £23,7Bb 132,3x+27,0 Ab 51,8 +2,6 Aa 249144 Ao
RIA 3 232,4+83 A2 322+19,1 Aa 61,7 £2,7 Ab 8,4+45Aa
RHT 3 219,6 £ 11,0 a 32,7t11,2a 60,5+2,7b 9,0+28a

Foi utilizada a técnica de analise de variancia (ANOVA), para o esquema de dois fatores
complementada com o teste de Bonferroni. Dados expressos em média * desvio-padrao. C1: controle
etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3:
controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragéao de HT
etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161 dias de
experimento. Letras mailusculas — comparacdes realizadas dentro do mesmo grupo para etapas
diferentes. Letras minUsculas — comparagbes realizadas dentro da mesma etapa. Letras iguais =
p>0,05; letras diferentes = p<0,05.
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Figura 10: Grafico da composi¢ao corporal dos grupos nas diferentes etapas do experimento. O grupo
controle recebeu dieta padrao, enquanto o OB recebeu ciclos de dietas hipercaléricas. O grupo RIA
recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana; apds este periodo, o grupo foi submetido a restrigao
alimentar. O grupo RHT também recebeu dieta hipercaldrica até a 152 semana, foi entdo submetido a
restricdo alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de 5ug/100g de peso de HT além da
restricdo alimentar. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05. As comparagdes mostradas
séo dentro da mesma etapa.



5.4- Teste Oral de Tolerancia a Glicose
Ao final de cada etapa do experimento cinco animais de cada grupo foram

submetidos ao teste oral de tolerancia a glicose (GTT). As dietas hipercaléricas nao
causaram elevacdo da glicose de jejum, mas causaram aumento significativo da
glicose nos momentos 180 e 240 minutos, sendo que no grupo OB2 nao foi
observado este aumento no ultimo momento. Os grupos RIA e RHT apresentaram o
mesmo comportamento do grupo C (Figura 11 a, b e c¢), apresentando uma melhora
a tolerancia a glicose devido a perda de peso desses animais. A Tabela 15 mostra a
analise do GTT segundo o momento da coleta para cada grupo. Para estas analises
foram utilizados somente 4 momentos (basal, 60’, 180" e 240’) devido ao pequeno

nuamero de animais em cada grupo.
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Figura 11. a) GTT com 15 semanas de experimento. C: controle, OB: obeso; b) GTT com 19 semanas
de experimento. C: controle, OB: obeso, RIA: restrito; ¢) GTT com 23 semanas de experimento de
animais que receberam dietas hipercaléricas (OB), racdo comercial (C), restricdo de 25% de ragao
comercial (RIA) e animais que além da restricao alimentar de 25% receberam 5ug/100g de peso de

HT (RHT).Os dados foram expressos em média + desvio-padréo, * p<0,05.



Tabela 15. Concentracao de glicose em animais submetidos a jejum de 12 horas e
gavagem com solugcédo de glicose 20%, em animais do grupo controle (C), obeso
(OB), com restricdo alimentar (RIA) e com restricdo alimentar e administragdo de
dose fisiolégica de HT (RHT), de acordo com o momento da avaliagao.

Momento de Avaliagéo Resultado
Grupo Basal 60’ 180’ 240’ estatistico
C1 93,6 8,142 130,8t16,80b 113,2+12,28b 97,4+9,92a P<0,001

OB 1 98,5+7,25a 140,7+16,7c 136,2+15,1 ¢ 123,5+15,28 b P<0,001

C2 86,6 £9,71a 129,7£19,87 ¢ 105,4t12,16 b 101,618,58 b P<0,001

OB 2 91,7+8,16a  13849,01d 1255+7,97c 104,3+8,33b P<0,001

RIA2 93,3%+6,99a 128,7£t10,16c 108,3+11,83b 94,9+10,19a P<0,001

C3 96,4+6,73a 132,8+11,26 ¢ 106,448,88b 97,4%5,77a P<0,002

OB 3 83,56+7,57a 138,8£34,17b 131,741595b 132+17,78b  P<0,001

RIA3 96,4+822a 123,8+t13,4b 101,617,322 96,3+9,16a P<0,001

RHT3 100,445,032 144,848,641 100,849,202 97,8+7,50a P<0,001

Andlise do GTT segundo 0 momento de avaliagdo para cada grupo. Dados expressos em média *
desvio-padrao (mg/dL). C1: controle etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso
etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3;
RHT3: restrito com administragao de HT etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias
de experimento; etapa 3: 161 dias de experimento. Foi utilizada a técnica de andlise de medidas
repetidas. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05. Comparagdes realizadas para cada

grupo.



5.5- Exames Bioquimicos
Os dados bioquimicos estdao apresentados na tabela 16. Os animais que

consumiram as dietas hipercaléricas mostraram um aumento significativo do
colesterol total ao longo do experimento (64,13 + 6,58 vs 91,79 + 4,65 vs 100,77 *
5,13; p<0,01 e p<0,05 respectivamente). Em contrapartida os animais RIA tiveram
uma diminuigado significante durante o experimento (98,13 £ 9,00 vs 80,57 + 12,20;
p<0,05). RIA3 apresentou-se significativamente diminuido em relagéao ao OB3 (80,57
+12,20 vs 100,77 £ 5,13; p< 0,01) e estatisticamente aumentado quando comparado
com C3 (80,57 + 12,20 vs 72,60 * 5,73; p<0,05). O grupo RHT3 também apresentou
um aumento significante em relagdo ao grupo C3 (88,40 £ 10,64 vs 72,60 * 5,73;
p<0,05). Contudo os animais OB apresentaram também aumento significativo da
fracdo HDL-colesterol na etapa 3, quando comparado com o grupo C3 (64,36 + 5,19
vs 47,40 £+ 11,48; p<0,05). O grupo RIA apresentou diminui¢do significativa do HDL
ao longo do experimento (61,00 £ 12,76 vs 48,69 + 4,33; p< 0,05), apresentando o
mesmo comportamento do colesterol total. O grupo RHT3 apresentou aumento
significante em relagcdo ao RIA3 e ao C3 (58,40 + 4,72 vs 48,69 + 4,33 € 47,40 +
11,48; p<0,05, respectivamente). Em relagdo aos triglicérides o grupo OB
apresentou aumento significante de OB1 para OB2 (89,00 =+ 21,29 vs 121,82 *
14,21; p<0,05) e ndao houve aumento significante de OB2 para OB3 (121,82 + 14,21
vs 123,17 £ 11,62; p>0,05). O grupo RIA2 apresentou diminuicdo significante em
relagcdo aos grupos C2 e OB2 (76,71 £ 2,78 vs 121,23 + 27,70 e 121,82 £ 14,21;
p<0,01, respectivamente). Os grupos RIA3 e RHT3 também apresentaram
diminuicdo significativa em relagdo aos grupos C3 e OB3 (74,98 + 37,41 e 75,80 *
29,40 vs 11540 + 9,86 e 123,17 *+ 11,62; p<0,01, respectivamente). Nao houve

diferenca estatistica nos grupos para proteinas totais.



Tabela 16: Colesterol total (Col. Total — mg/dL), triglicérides (TG — mg/dL),
lipoproteina de alta densidade (HDL — mg/dL), proteinas totais (Prot. Totais — g/dL) e
albumina (g/dL) de animais controle (C), obeso (OB), com restricdo alimentar (RIA) e
com restricao alimentar e administracado de HT (RHT), nas etapas do experimento.

Variaveis

Grupo Col. Total TG HDL Prot. Totais

C1 65+6,21 Aa 104 £5,79 A a 454+ 472 Aa 6,54+0,45Aa
OB 1 64,1 6,58 Aa 89+21,29Aa 50,7+ 5,34 Aa 6,49+ 0,39Aa
cz2 81,6+7,83Ba 121 £ 27,7 Ab 49,3+£3,57Aa 6,66 £ 0,37 Aa
OB 2 91,8+4,65B0b 121 £142Bb 558x4,90ABab 7,13x0,22A4a
RIA 2 98,1 £9,00 Ab 76,7+t278Aa 61,0x12,76 Bb 6,77+0,49Aa
C3 72,6 £ 5,73 Aa 115+9,86 Ab 474+11,48Aa 6,62+£0,35A4
OB 3 100+ 5,13 Cc 123+ 11,6 Bb 64,4+5198Bb 6,92+0,19A2
RIA 3 80,6t122Bb 74913741 Aa 48,7t433Aa 6,64 £ 0,38 Aa
RHT3  88,4+10,64bc  758+29,40a 58,4+ 4,72 b 6,58+ 0,49 a

Foi utilizada a técnica de analise de variancia (ANOVA), para o esquema de dois fatores (momentos e
grupos) complementada com o teste de Bonferroni. Dados expressos em média * desvio-padrao. C1:
controle etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa
2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragao
de HT etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161
dias de experimento. Letras mailsculas — comparagbes realizadas dentro do mesmo grupo para
etapas diferentes. Letras minusculas — comparagbes realizadas dentro da mesma etapa. Letras ou
letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05.



5.6- Dosagens Hormonais
Os niveis de leptina plasmatica foram proporcionais ao peso final dos animais,

para todos os grupos. Deste modo os animais OB apresentaram niveis maiores de
leptina, enquanto os animais RIA a RHT apresentaram os menores. O grupo OB foi
significativamente maior que o grupo C em todas as etapas (13,20 + 6,96 vs 3,84 *
1,90, p<0,05, etapa 1; 8,72 = 3,11 vs 4,24 + 1,41, p<0,01, etapa 2; 15,73 + 6,05 vs
4,82 + 2,37, p<0,01, etapa 3). Na etapa 2 o grupo RIA foi estatisticamente menor
que o grupo OB (4,44 + 1,03 vs 8,72 £ 3,11; p<0,01) e nao foi diferente do C (4,44 *
1,08 vs 4,24 + 1,41; p>0,05). Apesar de nao estatisticamente diferente o grupo RIA3
foi menor que o RIA2 (2,81 £ 0,65 vs 4,44 + 1,03; p>0,05) e significativamente menor
que o OB3 (2,81 £ 0,65 vs 15,73 * 6,05; p<0,07), ndo se diferenciando do C e do
RHT (2,81 £ 0,65 vs 4,82 + 2,37 e 2,80 + 0,89; p>0,05, respectivamente). A Tabela
17 apresenta a dosagem plasmatica de leptina, insulina e a dosagem sérica de T3
total.

O grupo OB apresentou niveis plasmaticos de insulina significativamente
aumentados em relacédo ao grupo C, nas etapas 1 e 3 (1,69 £ 0,73 vs 0,56 £ 0,26 €
3,07 £ 0,55 vs 1,13 + 0,35; p<0,05, respectivamente). Na etapa 2, os animais OB
nao foram estatisticamente diferente dos grupos C e RIA (1,65 £ 0,80 vs 0,89 £ 0,59
e 0,76 £+ 0,28; p>0,05, respectivamente). O grupo RHT, na etapa 3, foi similar aos
grupos C e RIA (0,83 £ 0,30 vs 1,13 £ 0,35 e 1,00 £ 0,45; p>0,05, respectivamente)
e significativamente diminuida em relagcdo ao OB (0,83 = 0,30 vs 3,07 £ 0,55;
p<0,05).

Para os niveis séricos de T3 total ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos, porém os animais OB apresentaram pequeno aumento, ndo significativo, de
T3 total quando comparado com o grupo C, nas etapas 1 e 3 (61,29 + 8,54 vs 60,66
+ 14,28 e 65,09 + 15,55 vs 55,28 + 7,04; p>0,05, respectivamente), enquanto para o
grupo OB 2, houve diminuicdo nao significativa dos niveis de T3 total em relagao ao
grupo C (65,72 + 5,47 vs 66,75 + 5,09; p>0,05). Nas etapas 2 e 3, o grupo RIA
apresentou diminuicdo nao significante de T3z quando comparado com o C (55,99 +
12,69 vs 66,75+ 5,09 e 42,94 + 16,66 vs 55,28 +7,04; p>0,05, respectivamente).
O grupo que recebeu dose fisiologica de T3 apresentou diminuicdo nao significativa
em relacdo aos grupos Ce OB (44,79 £ 13,92 vs 55,28 + 7,04 e 65,09 + 15,55;



Tabela 17. Dosagem plamatica de leptina (ng/mL) e insulina (ng/mL) e dosagem
sérica de T3 total (ng/mL) dos animais controle (C), obeso (OB), com restricdo
alimentar (RIA) e com restricdo alimentar e administragcdo de dose fisiologica de HT
(RHT), no final de cada etapa.

Dosagens

Grupos Leptina Insulina T; total

C1 3,84+1,90A2a 0,56 0,26 Aa 60,66 £ 14,28 a
OBH1 13,20+ 6,96 Bb 1,69+£0,73 Ab 61,29+ 8,542
C2 424 +1,41 Aa 0,89+0,59 Aa 66,75+ 5,09 a
oB2 8721311 Ab 1,65+0,80Aa 65,72+ 5,47 a
RIA2 444+1,03Aa 0,76+ 0,28 Aa 55,99+ 12,69 a
C3 482+237Aa 1,13+ 0,35Aa 55,28 £ 7,04 a
OB3 15,73+ 6,05Bb 3,07£0,55Bb 65,09 £ 15,552
RIA3 281+0,65A2 1,00£0,45Aa 42,94 + 16,66 a
RHT3 2,80+0,89 a 0,83+0,30a 44,79 £ 13,92 a

Foi utilizada ANOVA para o modelo de dois fatores (momentos e grupos) complementada com o teste
de Bonferroni. Dados expressos em média *+ desvio-padrao. C1: controle etapa 1; OB1: obeso etapa
1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso
etapa 3; RIAS: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragéo de HT etapa 3. Etapa 1: 105 dias de
experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161 dias de experimento. Valor de referéncia
para T; total: 64 — 86 ng/dL. Leptina e insulina foram comparadas em relagdo aos grupos C. Letras
mailsculas — comparagdes realizadas dentro do mesmo grupo para etapas diferentes. Letras
mindsculas — comparagdes realizadas dentro da mesma etapa. Letras ou letras iguais = p>0,05; letras
diferentes = p<0,05.



p>0,05, respectivamente) e aumento nao significante quando comparado com o
grupo RIA (44,79 £ 13,92 vs 42,94 + 16,66; p>0,05).

Foi utilizada a raz&o insulina plasmatica/glicose plasmatica para caracterizar a
resisténcia a insulina. Apesar do grupo OB apresentar razao insulina/glicose maior
que o C em todas as etapas do experimento, apenas na etapa 3 este aumento foi
significativo (36,4x10 + 8,4x10° vs 13,7x10° + 6,4x10®; p<0,05). O grupo RIA foi
similar ao C nas etapas 2 e 3 (8,2x10° + 3,0x10 vs 10,1x10° £ 7,0x10° e 10,0x107®
+ 3,7x10° vs 13,7x10° + 6,4x10; p>0,05, respectivamente). Os animais RHT
apresentaram a menor razao entre insulina e glicose plasmaticas, porém essa
diferenca nao foi significativa em relagéo aos grupos C e RIA (7,8x10° + 3,8x107° vs
13,7x10° + 6,4x10° e 10,0x10° + 3,7x10%; p>0,05, respectivamente). A Tabela 18
apresenta a razao insulina plasmatica/glicose plasmatica para os animais C, OB, RIA
e RHT nas trés etapas do experimento.

5.7- Expresséao Génica
Neste trabalho foi estudada a expressao génica de leptina e dos receptores o

e B de horménios tireoidianos em animais obesos, animais que receberam dieta
hipercalorica e posteriormente foram submetidos a restricdo alimentar e em animais
que além da restricado receberam uma dose fisiol6gica de HT (0,5 ug/100g de peso
do animal).

Nao foi possivel mostrar expressao de receptor o de hormdnio tireoidiano
(TRa) no tecido adiposo. Para confirmagao deste dado foi realizada PCR com o
gene TRa no tecido adiposo e no coragao (ventriculo esquerdo). O coracdo foi o
tecido escolhido por apresentar grande numero de TRa (Kinugawa et al., 2001). A

Figura 12 apresenta o “multiplex” realizado para o gene TRa nos dois tecidos.



Tabela 18. Raz&o entre insulina e glicose plasmaticas dos animais controle (C),
obeso (OB), com restricao alimentar (RIA) e com restricao alimentar e administragéo

de dose fisioldgica de HT (RHT), ao final de todas as etapas do experimento.

Dosagens
Grupos Glicose Insulina Insulina/Glicose
(x10%)

C1 93,6 £8,1 Aa 0,56+ 0,26 Aa 7,7t43Aa
OBH1 97,7+75Aa 1,69+ 0,73 Ab 225+t 16,2Aa
Cc2 87,0£10,6 Aa 0,89+0,59 Aa 10,1£7,0A2
oB2 93,3+75Aa 1,65+0,80Aa 17,6 £85Aa
RIA2 92,0£6,7 Aa 0,76+ 0,28 Aa 8,2+3,0Aa
C3 96,4 £6,7 Aa 1,13+ 0,35Aa 13,7t6,4 Aa
OB3 85,4+6,6 Aa 3,07£0,55Bb 36,4+8,48Bb
RIA3 98,0£9,5Aza 1,00+ 0,45Aa 10,0£3,7Aa
RHT3 100,4+5,0 a 0,83+£0,30a 7,8£3,8a

Foi utilizada ANOVA para o modelo de dois fatores (momentos e grupos) complementada com o teste
de Bonferroni. Dados expressos em média *+ desvio-padrao. C1: controle etapa 1; OB1: obeso etapa
1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa 2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso
etapa 3; RIAS: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragéo de HT etapa 3. Etapa 1: 105 dias de
experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161 dias de experimento. Letras mailsculas
— comparagdes realizadas dentro do mesmo grupo para etapas diferentes. Letras minUsculas —
comparagoes realizadas dentro da mesma etapa. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05.
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Figura 12. Visualizagdo em gel de agarose 1%, padronizagdo do “multiplex” para TRA (ciclofilina —
440 pb e TRA — 214 pb). a) expressao do TRa em tecido adiposo, 1: simplex — ciclofilina; 2: duplex —
ciclofilina e TRa; 3: simplex — TRa. b) expressdao do TRa em ventriculo esquerdo, 1: simplex —

ciclofilina; 2: duplex — ciclofilina e TRa; 3: simplex — TRa.

A Tabela 19 mostra a expressao de leptina e receptor § de HT (TRB). A
expressao de leptina para o grupo OB aumentou ao longo do experimento em 62%
na etapa 1, em 63% na etapa 2 e em 69% na etapa 3, comparado com os controles
da mesma idade. O grupo RIA teve uma diminuigdo de 46% na etapa 2 e de 57% na
etapa 3, comparados ao C da mesma etapa, enquanto o RHT apresentou uma
diminuicao de aproximadamente 17%, quando comparado com o grupo C e aumento
de 41% em relagdo ao RIA 3 (Figura 13). A expressdao de TRP ndo apresentou
diferenca entre os grupos nas etapas 1 e 2. Apenas o grupo RIA 3 apresentou
aumento significativo, tanto em relacdo ao RIA 2 (1,780 + 0,491 vs 0,717 + 0,066;
p<0,05) quanto em relagéo aos grupos C 3, OB 3 e RHT 3 (1,780 + 0,491 vs 1,00 £
0,146 e 1,187 £ 0,445 e 1,177 £ 0,370; p<0,05, respectivamente) (Figura 14).

A Tabela 20 apresenta a medida de associacdo da expressao génica de
leptina e receptor B de horménio tireoidiano. A Figura 15 mostra a relagado entre
leptina e TRP para cada grupo. Nao foi possivel mostrar inter-relagao significativa

entre a leptina e o TRp.



Tabela 19. Expressao génica para o gene da leptina e para o gene de receptor § de
HT (TRB) para animais controle (C), obeso (OB), com restricao alimentar (RIA) e
com restricao alimentar e administracao de dose fisiolégica de HT (RHT), em todas

as etapas do experimento.

Expressdo Génica

Grupo Leptina TRB

C1 1,00+ 0,183 a 1,00£0,182Aa
OBf1 1,62+ 0,567 b 0,84 +0,242 A a
Cc2 1,00+ 0,183 a 1,000,122 A a
OB2 1,63£0,196 b 0,79+ 0,242 A a
RIA2 0,54 +0,157 ¢ 0,72+ 0,066 A a
C3 1,000,119 a 1,00 £ 0,146 A a
OB3 1,69+0,329b 1,19+ 0,445 2
RIA3 0,43+0,197¢ 1,78 £ 0,491 Bb
RHT3 0,83+0,217 d 1,18+ 0,370 a

Foi utilizada a técnica de andlise de variancia (ANOVA), para o esquema de dois fatores (momentos e
grupos) complementada com o teste de Bonferroni. Dados expressos em média * desvio-padréo. C1:
controle etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2; RIA2: restrito etapa
2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito com administragéo
de HT etapa 3. Etapa 1: 105 dias de experimento; etapa 2: 133 dias de experimento; etapa 3: 161
dias de experimento. Valores normalizados para o controle = 1,0. Letras mailsculas — comparagées
realizadas dentro do mesmo grupo para etapas diferentes. Letras minlsculas — comparagdes
realizadas dentro da mesma etapa. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05.
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Figura 13. A) Visualizagdo em gel de agarose 1% da expressao génica de leptina (190 pb) por RT-
PCR semiquantitativo em todas as etapas do experimento. 1- Controle; 2- Obeso; 3- RIA; 4- RHT.
Como controle interno foi utilizado o gene da ciclofilina (440 pb). As amostras foram normalizadas
pelo controle interno. B) Gréafico da expressdo de leptina para os grupos em todas as etapas do
experimento. O controle foi normalizado para 1,00. Etapa 1: 15 semanas de experimento; Etapa 2: 19
semanas de experimento; Etapa 3: 23 semanas de experimento. O grupo controle recebeu dieta
padrdo, enquanto o OB recebeu ciclos de dietas hipercaléricas. O grupo RIA recebeu dieta
hipercalérica até a 152 semana; ap6s este periodo, o grupo foi submetido a restricdo alimentar. O
grupo RHT também recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana, foi entdo submetido a restrigao
alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de 5ug/100g de peso de HT além da restrigao
alimentar. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05. As comparag¢des mostradas sdo dentro

de cada etapa.
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Figura 14. A) Visualizagdo em gel de agarose 1% da expressao génica de receptor  de HT (TRp)
(226 pb) por RT-PCR semiquantitativo em todas as etapas do experimento. 1- Controle; 2- Obeso; 3-
RIA; 4- RHT. Como controle interno foi utilizado o gene da ciclofilina (440 pb). As amostras foram
normalizadas pelo controle interno. B) Grafico da expressao génica de TR para os grupos em todas
as etapas do experimento. O controle foi normalizado para 1,00. Etapa 1: 15 semanas de
experimento; Etapa 2: 19 semanas de experimento; Etapa 3: 23 semanas de experimento. O grupo
controle recebeu dieta padrao, enquanto o OB recebeu ciclos de dietas hipercaléricas. O grupo RIA
recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana; apds este periodo, o grupo foi submetido a restrigao
alimentar. O grupo RHT também recebeu dieta hipercalérica até a 152 semana, foi entdo submetido a
restricdo alimentar e a partir da 192 semana recebeu dose de 5ug/100g de peso de HT além da
restricdo alimentar. Letras iguais = p>0,05; letras diferentes = p<0,05. As comparagbes mostradas
séo dentro de cada etapa.



Tabela 20. Medida de associagao linear para expressao génica de leptina e receptor
B de HT (TRP) para animais controle (C), obeso (OB), com restricdo alimentar (RIA)

e com restricao alimentar e administracao de dose fisiolégica de HT (RHT)

Associacao Coeficiente Correlagéo Resultado
Leptina x TRP -0,184 p>0,05

Para analise da relagdo dos hormoénios foi utilizado o coeficiente de correlagédo linear de Pearson.

TRp: receptor B de hormobnio tireoidiano. Nivel de significancia, p<0,05.
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Figura 15. Relagao entre leptina e receptor B de HT (TRB) para cada grupo em todas as etapas do
experimento. C1: controle etapa 1; OB1: obeso etapa 1; C2: controle etapa 2; OB2: obeso etapa 2;
RIA2: restrito etapa 2; C3: controle etapa 3; OB3: obeso etapa 3; RIA3: restrito etapa 3; RHT3: restrito

com administragédo de HT etapa 3.



6- DISCUSSAO



Obesidade é uma condicao que tem alcancado niveis epidémicos nos ultimos
anos. Mokdad et al.,, 1999, reportaram que a propor¢cao de adultos nos Estados
Unidos com IMC > 30 kg/m? aumentou em aproximadamente 50% de 1991 a 1998.
Ogden et al., 2006, estimaram que a propor¢ao de adultos nos Estados Unidos com
IMC entre 30 — 34,9 kg/m? cresceu por volta de 30% entre 1999 e 2004. O aumento
da prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre adultos e criangas tem sido
observado em muitos paises do mundo. Entretanto, nenhum aumento significativo foi
observado entre as mulheres no periodo de 1999 a 2004.

A obesidade é uma doenga complexa, onde o estilo de vida interage com a
susceptibilidade genética para produzir o fenotipo obeso. Desde que a genética, em
humanos ou animais, ndo se alterou nos ultimos 40 anos, o aumento substancial dos
indices de obesidade parece ser devido ao estilo de vida da populacao,
especificamente com o uso de dietas inapropriadas e falta de atividade fisica. O
estilo de vida é marcadamente reconhecido por desempenhar papel central na
etiologia de doengas cronicas (Booth, 2000). Além disso, a obesidade esta
associada com varias doencas crénicas, incluindo doenga arterial coronariana,
hipertensao, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e algumas formas de cancer (Must et al.,
1999).

A restricdo caldrica reduz a incidéncia de alguns canceres relacionados com a
idade, doencas cardiovasculares e deficiéncias em fungdes imunes em animais.
Além do mais, a restricdo alimentar € a Unica intervencdo que mostrou retardar o
envelhecimento e manter a vitalidade (Spindler, 2005). Os efeitos da restricdo
calérica tém sido propostos por atingir multiplos mecanismos. Os mecanismos
propostos incluem: a) diminuicdo do estresse oxidativo; b) diminuicdo da
glicoxidagao; c) diminuicao da temperatura corporal e circulacdo de hormdnios
tireoidianos associada com estado hipometabdlico; d) alteracdo da expressao de
genes e proteinas de degradacao; e) mudancgas neuroenddcrinas (Stelmanska et al.,
2004). Uma reducdo moderada da ingestdo alimentar apresenta importante
beneficios sobre a homeostase da glicose. A restricdo alimentar € uma medida
comum para o tratamento da resisténcia a insulina, obesidade e DM2. Foi
demonstrado que uma restricdo da ingestdo alimentar de 30 — 50% em ratos
apresentou importante beneficio na expectativa de vida e prevencédo de doencas
associadas com idade. Isto parece estar relacionado com os efeitos da restricdo
alimentar sobre os niveis de glicose e insulina plasmética (Alonso et al., 2005).



Neste estudo foi possivel comparar as respostas dos animais que ingeriram
as dietas hipercaléricas ao longo do experimento, assim como foi possivel comparar
os animais OB com os C, RIA e RHT que se encontravam na mesma etapa. Nas
dietas hipercaldricas, ricas em gordura, a composicdo de macronutrientes e as
propriedades sensoriais das dietas foram diferentes.

No6s demonstramos que as dietas hipercaléricas oferecidas aos animais OB
induziu acentuado ganho de peso e adiposidade, quando comparados ao grupo C,
RIA e RHT, mesmo os dois ultimos grupos tendo recebido dieta hipercal6rica no
inicio do estudo. Esses resultados estdo de acordo com 0s encontrados por outros
autores (Harris, 1994; Ainslie et al., 2000; Roberts et al., 2002). Tem sido mostrado
que manipulacdes dietéticas, hormonios e citocinas induzem respostas metabdlicas
distintas em diferentes depdsitos de gordura (Pond, 1999). Dietas ricas em gordura
reduzem a atividade de enzimas lipogénicas e a taxa de lipogénese nos depdsitos
de gordura retroperitoneal e inguinal (Gaiva et al., 2001), mas aumentam a atividade
da lipoproteina lipase na gordura visceral (Roberts et al., 2002).

Apesar de alguns estudos mostrarem que dietas ricas em gordura provocam
hiperfagia (Harris, 1994; Elliott et al., 2004), os animais do grupo OB, que receberam
dieta hipercalérica, consumiram menor quantidade de dieta, porém com ingestao
caldrica similar (etapas 1 e 2) ou maior (etapa 3) que os animais C. Esses dados sao
concordantes com outros encontrados na literatura (Gaiva et al, 2001), que
mostraram que dietas ricas em gordura aumenta a secrecdo de colecistoquinina,
horménio envolvido na processo de saciedade (French et al., 1995; Horn et al.,
1996). Estes dados indicam que a eficiéncia alimentar no grupo OB foi maior quando
comparado com 0s grupos que receberam dieta padrao.

Alguns trabalhos tém mostrado que dietas ricas em gordura, sem colesterol,
nao altera o perfil lipidico (Fielding et al., 1995; Spady & Dietschy, 1988). No entanto,
dietas com alto indice de lipideos (20%), como as utilizadas neste estudo, levaram a
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, como previamente descrito em outros
estudos (Dietschy, 1998).

Nossos resultados mostraram aumento de colesterol total e TG no grupo OB
ao longo do experimento. No entanto, a fracdo HDL colesterol acompanhou o
aumento do colesterol total. Isto pode ser devido a composicao lipidica da dieta que
€ rica em acidos graxos monoinsaturados favorecendo o aumento da HDL. Esses
dados estédo de acordo com os resultados obtidos por Estadella et al. (2004) e Cintra



et al. (2006), que relataram que o grupo alimentado com dieta rica em lipideo
apresentou niveis de HDL maior que o grupo normal.

Os &cidos graxos monoinsaturados sao oriundos de fontes vegetais (6leo de
oliva, canola, acafrdo e amendoim). Os principais efeitos dos monoinsaturados séo:
reduzir o colesterol total e LDL-colesterol; inibir a agregacédo plaquetaria; possuir
acao antitrombotica (Waitzberg, 2000).

Alteracdo em uma das inter-relagbes das lipoproteinas pode levar a
hiperlipidemias e/ou hipercolesterolemias. Podem-se verificar essas situagbes
quando ocorrem erros no metabolismo de lipoproteinas (na sua formagéao, transporte
ou degradagao), receptores ou enzimas. Podem também ocorrer alteracoes
transitérias no metabolismo das lipoproteinas, por ingestdo calérica aumentada e
inadequada na propor¢cao de acidos graxos (AG) ou secundarias a outros fatores
como diabetes, hipertensdo arterial sistémica, obesidade e estresse (Waitzberg,
2000).

O teste oral de tolerancia a glicose nao mostrou alteragcdo da glicemia de
jejum em todos os grupos, porém provocou aumento significativo nos niveis de
glicemia nos momentos finais do teste (180’ e 240’) para o grupo OB, sendo que
apenas na etapa 2 esse aumento nao foi significativo no momento 240’. Nossos
dados estdo de acordo com outros laboratérios que reportaram que a dieta
hipercalorica, rica em gordura, aumentou a gordura corporal levando a resisténcia a
insulina seguida por mudancgas nos niveis de glicose, sem elevagado da glicemia de
jejum (Chalkley et al., 2002; Shang et al., 2002). Resisténcia a insulina é a falta de
habilidade dos tecidos periféricos responderem apropriadamente a concentragdes
normais e aumentadas de insulina circulante (Zhao et al., 2005). Usando o indice
insulina plasmatica/glicose plasmatica, foi sugerida uma resisténcia a insulina, para o
grupo OB, na ultima etapa do experimento. Estes achados sdo consistentes com
outros estudos da literatura, que demonstram uma associagao entre dieta rica em
gordura com resisténcia a insulina (Brown et al., 2002; Van Dam et al., 2002). Os
niveis de insulina aumentam, nao significativamente, com a progressao da idade no
grupo C, como relatado em outros estudos (Gallardo et al., 2005). Os animais OB
apresentaram hiperinsulinemia, exceto na etapa 2, em relacdo aos demais grupos da
mesma etapa. Esses dados estdo de acordo com outros encontrados na literatura
(Barnes et al., 20083; Elliott et al., 2004).



Os animais controle também apresentaram aumento, ndo significativo, nos
niveis de leptina com a progressao da idade. Esses dados concordam com 0s
encontrado por Gallardo et al. (2005) que mostraram aumento significante nos niveis
séricos de leptina em animais com alimentacdo ad libitum. Os animais OB
apresentaram hiperleptinemia, quando comparados com os outros animais da
mesma etapa. Estes resultados sdo concordantes com dados da literatura (Ainslie et
al., 2000; Barnes et al., 2003; Bell-Anderson & Bryson, 2004; Vasselli et al., 2005). A
leptina pode influenciar na interagcao entre genética e fatores ambientais, desde que
foi mostrado que dietas ricas em gordura causam aumento nos niveis de leptina, e
este efeito pode explicar a variabilidade de composi¢ao corporal entre individuos que
consumos dietas similares. Entretanto, o aumento nos niveis de leptina é mais bem
explicado pelo aumento da gordura corporal (Schrauwen & Westerterp, 2000; Wolfe
et al., 2004; Johnstone et al., 2005).

Como reportado, anteriormente, em animais com obesidade induzida pela
dieta (Lépez et al., 2003; Kim et al., 2004; Wang et al., 2005), foi encontrado, neste
experimento, aumento na expressao génica de leptina quando comparado com os
animais C, RIA e RHT da mesma idade. Houve aumento de 62%, 63% e 69% na
expressao de leptina, no tecido adiposo, de animais OB nas etapas 1, 2 e 3,
respectivamente. Esse aumento pode indicar uma correlagcdo positiva entre tecido
adiposo e expressao de leptina (Frederich et al., 1995).

A dosagem sérica de T3 total foi similar em todos os grupos nas trés etapas
do experimento. Alguns autores encontraram Tz aumentado na obesidade
(Krotkiewiski, 2002; Reinehr & Andler, 2002), porém ndo encontramos na literatura o
significado desse aumento.

N&o foi possivel mostrar expressdo de TRa, no tecido adiposo, pelos dados
deste experimento. Por outro lado, Reyne et al. (1996) relataram que TRa e TR
estdo presentes no tecido adiposo marrom e no tecido adiposo branco, em ratos, e
seus niveis de expressdo nao se alteram significativamente durante o
desenvolvimento pds-natal, porém sao menores na fase adulta.

Para expressao génica de TRp, ndo houve diferenca entre o grupo OB e o C,
em todas as etapas do experimento. Esses dados ndo concordam com o0s

encontrado por Lépez et al. (2003), onde animais obesos apresentaram aumento da



expressdo de TRP. Por outro lado, Redonnet et al. (2001) encontraram redug¢do na
expressao de TRP no tecido adiposo branco.

As modificagbes na expressdo de receptores nucleares podem ser
relacionadas ao desenvolvimento do tecido adiposo. Além disso, a diminuigdo na
expressdo de TR pode favorecer a proliferagdo de adipécitos na primeira fase da
adipogénese. As ligacbes biomoleculares entre dieta e processos celulares sao
inimeras e nem todas estdo esclarecidas, mas os resultados obtidos em animais
alimentados com dieta que induzem o ganho de peso mostraram modificacbes nos
modelos de expressdo de reguladores, como TR, nos processos de
diferenciagcao/proliferacdo. Essas modificagcbes em tais receptores desempenham
papel importante no mecanismo adaptativo induzido por dietas ricas em gordura
(Redonnet et al., 2001).

Nossos resultados mostraram ganho de peso, aumento de adiposidade,
alteracdes no perfil lipidico e glicémico, hiperinsulinemia, hiperleptinemia e aumento
da expressao génica de leptina, caracterizando, assim, o padrdo de obesidade.

A restricao cal6rica resultou em perda de peso significante em relacdo ao
grupo OB. Ap6s 4 semanas de restrigdo os animais RIA apresentaram peso similar
ao grupo C e ap6s 8 semanas apresentaram peso menor, porém nao
estatisticamente significante. Nossos dados estdo de acordo com varios estudos
(Thompson et al., 2005; Daly et al., 2005; Alonso et al., 2005), onde tem sido
descrita a perda de peso causada pela restricdo alimentar.

O grupo RIA apresentou aumento significativo de colesterol total e HDL, em
relagdo ao grupo C e nao se diferenciou do grupo OB e houve uma diminui¢do
significativa nos niveis de TG quando comparado com os grupos C e OB na etapa 2.
Na etapa 3 houve aumento de colesterol total em relagdo ao C e diminuigdo quando
comparado com o grupo OB, diminuicao significante de TG quando comparado com
0s grupos C e OB e diminuicao de HDL em relagdo ao OB na etapa 3. Esses dados,
em parte, sdo concordantes com os encontrados em outro estudo, onde ndo houve
diferenca estatistica nos niveis de HDL entre o grupo controle e o submetido a
restricao alimentar. Contudo, ao contrario do presente estudo, o autor ndo mostrou
alteracao significante na concentracdo de TG em animais com restricdo alimentar
(Ugochukwu et al., 2004).

Clinicamente, a combinacao entre hiperlipidemia com obesidade e DM2 tém
implicagdes potenciais para os humanos. E bem aceito que a alta incidéncia de



hiperlipidemia, obesidade e DM2 no ocidente sdo causadas pela predisposicao
genética em conjunto com dietas ricas em colesterol e gordura. Os pacientes sao
aconselhados a reduzir a ingestdo de colesterol e gordura, para reduzir a
hiperlipidemia. Em um grande numero de pacientes, essas mudangas dietéticas
apresentam efeito modesto em diminuir a taxa de lipideos, em parte por causa do
paciente e em parte por causa do aumento concomitante da sintese de colesterol
gue normalmente acompanha a diminuigdo do consumo dietético de colesterol (Heek
et al., 2001).

Para o teste oral de tolerancia a glicose, o grupo RIA apresentou o0 mesmo
comportamento dos animais C, sendo que na etapa 3 apresentou valores menores,
mas nao diferentes, que o grupo C. Esses resultados sdo concordantes com outros
achados na literatura. Mostrando, assim, que a restricdo alimentar reverteu a
intolerancia a glicose. A obesidade é na maioria das vezes associada com a
resisténcia a insulina e qualquer reducao do excesso de peso corporal contribui para
a melhora da sensibilidade a insulina (Hauner, 1999; Zhou et al., 1999). O indice
insulina/glicose plasmaticas mostrou que a restricdo alimentar melhora a
sensibilidade a insulina, em relagdo ao grupo OB. Muitos trabalhos tém demonstrado
que quando ocorre perda de peso, 0s niveis plasmaticos de insulina caem, diminui a
resisténcia a insulina e todos os componentes da sindrome metabdlica sao
melhorados (Colman et al., 1995; lkeda et al., 1996; Ugochukwu et al., 2004; Elliott
et al., 2004).

O grupo RIA apresentou diminuicdo significante nos niveis plasmaticos de
insulina, em relacado ao OB e foi similar ao grupo C, na etapa 3. Esses resultados
estdo de acordo com alguns dados da literatura (Levin & Dunn-Meynell, 2004; Elliott
et al., 2004; Wolfe et al., 2004; Alonso et al., 2005). Por outro lado, existem estudos
que encontraram aumento nos niveis plasmaticos de insulina em animais
submetidos a restricdo alimentar (Stelmanska et al., 2004).

Os resultados da restricdo calérica por 4 e 8 semanas (etapas 2 e 3)
mostraram que houve uma diminuicao significante nos niveis de leptina plasmatica,
em relacdo ao grupo OB. Esses dados estdo de acordo com outros encontrados na
literatura (Levin & Dunn-Meynell, 2004; Elliott et al., 2004; Wolfe et al., 2004;
Viguerie et al., 2005). Estudos experimentais sugerem que a sensibilidade a leptina
pode estar sob controle hormonal e nutricional (Bennet et al,, 1998). Se esses

resultados podem ser generalizados para humanos € apenas uma especulacao,



mas, se puder, a saude clinica e publica tera implicacbes profundas (Vasselli et al.,
2005).

Naslund et al. (2000) relataram aumento significativo de leptina plasmatica em
pacientes que ganharam peso comparado com 0s que perderam peso.
Demonstraram que pacientes com alta concentragéo de leptina por unidade de IMC
nao pode sustentar a perda de peso durante os programas de restricdo alimentar.
N&ao esta claro porque a concentragdo plasméatica de leptina inicial pode predizer o
sucesso de programas que visam a perda de peso. Torgerson et al. (1999) sugerem
que uma redugao nos niveis de leptina em resposta a restricdo calérica ndo parece
regular a resposta hormonal a inanicdo em obesos, mas de certo modo manter a
perda de peso.

Foram investigadas mudangas no nivel de expressdo génica de leptina em
animais que foram submetidos a dietas hipercal6ricas e posteriormente receberam
restricdo alimentar de 25%. Para estes animais houve diminuicdo significante da
expressao de leptina em relacdo aos demais grupos. Esses dados estdo de acordo
com outros da literatura (Frederich et al., 1995; Gallardo et al., 2005). A restricao
caldrica é a estratégia mais relevante para determinar a regulagdo da expressao de
leptina. Esta claro que animais submetidos a jejum de 24 horas apresentam
diminuicdo substancial nos niveis circulantes de leptina, acompanhada por reducéo
significante da expressdao de mRNA de leptina no tecido adiposo. (Frederich et al.,
1995).

A restricao caldrica resultou em diminuigao n&o significante nos niveis de Ts
total. Esses dados estao de acordo com outros resultados da literatura (Torgerson et
al., 1999; Reinehr & Andler, 2002; Degoutte et al., 2006). Em estudo realizado por
Cao et al. (2001) a restricdo alimentar diminuiu a expressdo de deiodinase
iodotironina tipo | (Diol). A down-regulation desta enzima pode ser responsavel pelos
baixos niveis de Ts circulante encontrado em roedores submetidos a restricao
calérica.

Para expressao génica de TR, o grupo RIA apresentou diminuicdo nao
significante em relacdo ao grupo C na etapa 2 e aumento significante em relacao
aos demais grupos na etapa 3. Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a
expressao de TRP em animais submetidos a restricdo alimentar.

A restricdo alimentar, em animais obesos, diminuiu 0 peso e a adiposidade,

melhorou o perfil lipidico e glicémico, promoveu restauragéo dos niveis de insulina e



leptina, diminuiu a expressdo de leptina e aumentou a de TRp, na etapa 3. A
restricdo caldrica de 25% conseguiu alcangar o objetivo de perder 5 — 10% do peso
corporal e reverter os efeitos da obesidade.

O grupo RHT apresentou maior perda de peso que o grupo RIA no final do
experimento, porém esta diferenca n&o foi significativa, deste modo, ambos os
grupos apresentaram o mesmo comportamento. De fato, alguns estudos tém
reportado que a administracdo de T3 aumenta a perda de peso durante a restricao
calérica (Pasquali et al., 1984; Rozen et al., 1986; Krotkiewski, 2002).

O perfil lipidico para o grupo RHT foi similar ao do grupo RIA, diferenciando
apenas pelo aumento significante de HDL apresentado naquele grupo. Durante o
GTT, apesar do grupo RHT apresentar o maior nivel de glicose basal (diferenca nao
estatistica), apresentou o mesmo comportamento dos grupos C e RIA, mostrando
que a restricdo alimentar reverteu a intolerancia a glicose. O aumento, nao
significante, da glicemia basal pode ser devido a administracdo exdgena de HT, uma
vez que o excesso de horménio tireoidiano aumenta a glicose plasmatica (Dimitriadis
& Raptis, 2001). Contudo a influéncia exata dos hormdnios tireoidianos sobre a
sensibilidade da insulina e 0 metabolismo da glicose ainda € controversa (Setia et
al., 2007).

Estd bem estabelecido que os horménios tireoidianos afetam a agédo da
insulina. Tem sido encontrado que o excesso de HT induz a resisténcia a insulina,
enquanto a falta desse horménio, em humanos, ainda apresenta resultados
conflitantes (Dimitriadis & Raptis, 2001). A administracdo de dose fisiol6gica de Ts
em conjunto com a restrigdo alimentar apresentou 0 menor indice para a resisténcia
a insulina. Os animais RHT apresentaram a menor concentracdo plasmatica de
insulina, porém foram similares aos do grupo C e RIA. Nao foram encontrados na
literatura estudos sobre o0s niveis plasmaticos de insulina em animais submetidos a
restricdo alimentar e administracao de dose fisiol6gica de HT.

O grupo RHT apresentou diminuicao significante nos niveis de leptina em
relacdo ao grupo OB, foi similar ao grupo C e ao RIA. A administracdo de HT
influenciou os niveis de leptina nesses animais e isso pode ter implicagdes
importantes, ja que a leptina esta envolvida na regulagdo da saciedade, assim, em
restricdo alimentar é importante uma concentracdo apropriada de HT. N&o foi
encontrado na literatura estudos sobre os niveis plasméticos de leptina em animais

submetidos a restricdo alimentar e administragdo de dose fisiologica de HT.



Entretanto, alguns estudos relatam que a associacdo entre a concentragcao de
leptina e HT nao foi observada (Torgerson et al., 1999; Naslund et al., 2000; Reinehr
& Andler, 2002), enquanto outros mostram uma correlagdo negativa (Escobar-
Morreale et al., 1997; Zabrocka et al., 2006).

Escobar-Morreale et al. (1997) sugerem que, em ratos com hipotireoidismo
revertido pela administracdo de doses suprafisiolégicas de Ts, os efeitos inibitérios
dos HT sobre a leptina sérica pode ser um fendmeno fisiolégico: 1) a relagéo inversa
entre leptina e HT é mantida sobre uma larga escala de niveis de HT, do
hipotireoidismo severo ao hipertireoidismo; 2) os efeitos inibitdérios dos HT na leptina
sérica ocorrem durante sua administragao cronica (12 — 13 dias em ratos equivalem
a aproximadamente 7 meses em humanos); 3) ambos T; e T4 exercem efeitos
inibitérios sobre a concentracao plasmatica de leptina. Parece plausivel que a leptina
pode diminuir para evitar o catabolismo excessivo quando ha excesso de HT, ja que
a leptina e HT aumentam a taxa metabdlica. Por outro lado, os resultados deste
estudo mostraram que a dose fisiologica de hormdnio tireoidiano, em animais
submetido a restricdo alimentar, aumentou a expressao de leptina, enquanto
diminuiu a expressao génica de TRp. Contudo, ainda existe muita controversa sobre
a associacao de niveis de leptina e hormonios tireoidianos.

O grupo RHT apresentou expressao de leptina menor que os grupos C e OB
e maior que o grupo RIA. N&o foram encontrados trabalhos que associem restricao
alimentar com administracdo de dose fisiolégica de HT. Pinkney et al. (1998)
observaram aumento da expressdo de leptina em animais com hipotireoidismo e
diminuicdo da expressdao em resposta ao tratamento com Tz. Em concordancia,
Zabrocka et al. (2006) relataram diminuicdo da expressao de leptina quando ha
aumento da concentracao sérica de Ts.

Os niveis séricos de T3 total foram menores no grupo RHT que no C. Estes
dados sao diferentes dos encontrados por Zabrocka et al. (2006), porém este autor
utilizou doses suprafisiolégicas de HT que aumentou de maneira dose dependente a
concentracdo sérica de Ts. A administragdo exdgena de T3 suprimi a secregao
enddgena de TSH e a producgéo de T4 pela tiredide (Abel et al., 2003).

O grupo que recebeu dose fisiolégica de HT, RHT, diminuiu a expressédo de
TRB na etapa 3 em relagdo ao grupo RIA, sendo similar ao grupo C. Segundo

Hernandez & Obregdn (1996) os niveis de mMRNA de TR séo reduzidos durante a



fase de diferenciacdo, mas o tratamento com T3 (2nM, 18 h) aumenta a expressao
de TRP. Animais com hipotireoidismo foram suplementados com 10 nM de T3 por
trés dias, e foi encontrado redugdo de 50% na expressdao de TRa e aumento na
expressao de TRp.

Neste trabalho ndo foi possivel mostrar associacdo significativa entre
expressao de leptina e de TRB. Contudo, parece haver uma relagdo negativa entre a
expressao de leptina e a expressdo de TRB. Nao foram encontrados na literatura
estudos que associam a expressdo desses hormoénios, porém foram encontrados
trabalhos de associacdo de niveis de leptina e funcao tireoidiana. Alguns desses
estudos mostram aumento nos niveis de leptina em estado de hipertireoidismo
(Nakamura et al., 2000), outros apresentam diminuicdo (Pinkney et al., 1998) e
outros nado mostram associagdo (Yoshida et al, 1998). Em estado de
hipotireoidismo, alguns estudos encontraram aumento nos niveis de leptina (Pinkney
et al., 1998; Kautzky-Willer et al., 1999), outros encontraram uma diminui¢cao desses
niveis (Yoshida et al., 1998), e ainda alguns n&o apresentam associac¢ao entre niveis
de leptina e funcéo tireoidiana normal (Torgerson et al., 1999; Naslund et al., 2000;
Reinehr & Andler, 2002). Ainda ha divergéncias, na literatura, sobre a associagdo de
niveis de leptina e funcgéo tireoidiana.

O grupo RHT diminuiu o peso e a adiposidade, melhorou o perfil lipidico e
glicémico, promoveu restauracdo dos niveis de insulina e leptina, e aumentou a
expressao de leptina e diminuiu a de TR, em relacdo ao grupo RIA, mostrando que

o horménio tireoidiano modula a expresséao de leptina.



7- CONCLUSAO



O modelo experimental de obesidade induzida por dieta causou aumento
expressao génica de leptina e nao alterou a expressao de TRp.

A restricao caldrica mostrou modular a expressao de leptina e TR no tecido
adiposo, diminuindo e aumentando, respectivamente, suas expressodes. A restricao
alimentar causa diminuicao de leptina plasmatica pela down-regulation da expressao
génica de leptina.

A dose fisiologica de T3, no grupo submetido a restricao alimentar, aumentou
a expressao de leptina quando comparado ao RIA, ndo retornando aos valores do
grupo C. Foi significativamente menor que o grupo RIA para expressdo génica de
TRP e similar aos animais C e OB. A dose fisiologica de Tz modula a expressao de

leptina em animais submetidos a restricao calorica.
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9- ANEXOS



ANEXO 02

Dosagem de Leptina Plamatica — kit ELISA

Acondicionar 0os reagentes em temperatura ambiente antes do inicio do

procedimento.

1. Diluir o Wash Buffer 10 vezes, diluindo todo o conteudo do recipiente em 900 ml

de agua deionizada ou destilada.

2. Lavar cada well 3 vezes com 300 ml de Wash Buffer ja diluido, por lavagem.
Remover o Wash Buffer por inversao da placa e bater a placa sobre papel toalha
vérias vezes. Nao permitir que os wells sequem antes do proximo passo. Se for
utilizado lavador automatico, seguir as instrucées do fabricante para todos os passos
de lavagem descritos no protocolo.

3. Adicionar 30 pl de Assay Buffer nos wells do Branco, Padrdes, Controle de
Qualidade 1 (CQ1) e Controle de Qualidade 2 (CQ2). Adicionar 40 pl de Assay
Buffer nos wells das amostras.

4. Se as amostras forem soro ou plasma, adicionar 10 pl de Matrix Solution nos wells
de Branco, Padrées, CQ1 e CQ2. Se as amostras forem livres de componentes do

soro, adicionar 10 pul de Assay Buffer ao invés de Matrix Solution.

5. Adicionar 10 pl de Assay Buffer no well do Branco e adicionar em duplicata 10 pl
dos Padrdes de Leptina para Ratos em ordem crescente de concentragdo nos wells
apropriados.

6. Adicionar 10 ul de CQ1 e 10 pl de CQ2 nos wells apropriados.
7. Adicionar sequencialmente 10 pl das amostras em duplicata no restante dos wells.

8. Transferir Antiserum Solution para um suporte e adicionar 50 pl desta solugdo em
cada well com uma pipeta multicanal. Cobrir a placa com o papel adesivo e incuba-la
a temperatura ambiente por 2 horas em um shaker de placas em rotagcdo moderada,
de 400 a 500 rpm.



9. Remover o adesivo e descartar a solugdo. Bater a placa invertida para retirar o

excesso de solucéo de cada well.

10. Lavar os wells 3 vezes com Wash Buffer diluido, 300 ml por well por lavagem.
Descartar a solugéo e bater a placa sobre papel toalha para remover toda a solugéo,
apoés cada lavagem.

11. Adicionar 100 pl de Detection Antibody em cada well. Cobrir a placa com o
adesivo e incubéa-la com rota¢cdo moderada a temperature ambiente por 1 hora.

12. Remover o adesivo e descartar a solugcado da placa. Bater a placa invertida para

retirar o excesso de solucédo de cada well.

13. Lavar cada well 3 vezes com Wash Buffer diluido, 300 pl por well por lavagem.
Descartar a solugéo e bater a placa sobre papel toalha para remover toda a solugéo,
apoés cada lavagem.

14. Adicionar 100 pl de Enzyme Solution em cada well. Cobrir a placa com o adesivo

e incuba-la a com rotagdo moderada a temperatura ambiente por 30 minutos.

15. Remover o adesivo e descartar a solugcao da placae. Bater a placa invertida para

retirar o excesso de solucédo de cada well.

16. Lavar cada well 6 vezes com Wash Buffer diluido, 300 pl por well por lavagem.
Descartar a solucéo e bater a placa sobre papel toalha para remover toda a solucéo,

apoés cada lavagem.

17. Adicionar 100 pl de Substrate solution em cada well, cobrir a placa com o
adesivo e incuba-la com rotagdo moderada por aproximadamente 10 a 15 minutos. A
coloracdo azul devera ser formada nos wells dos padrdes de Leptina com

intensidade proporcional a concentracao de Leptina.

NOTA: Esteja ciente que a coloracdo pode aparecer mais rapidamente ou
demoradamente que o tempo de incubacdo recomendado dependendo da
temperatura do ambiente. Monitorar visualmente a formacdo da cor para otimizar o
tempo de incubacdo. A formacao da cor pode ser monitorada usando um filtro 370
nm, se disponivel no espectofotometro. Quando a absorbancia est4 entre 1.2 e 1.€
370 nm, a Stop Solution pode ser adicionada para terminar a formagéao da cor.



18. Remover o adesivo e adicionar 100 pl de Stop Solution [Cuidado: Solucao
Corrosiva] e misturar com a mao. A cor azul devera se tornar amarela apés a
acidificacdo. Ler na asorbéncia de 450nm e 590nm dentro de 5 minutes e verificar se
nao existe bolhas de ar em nenhum well. Registre a diferenca das unidades de

absorbéncia.



ANEXO 03

Dosagem de Insulina Plamatica - kit ELISA

Acondicionar o0s reagentes em temperatura ambiente antes do inicio do

procedimento.

1. Diluir o Wash Buffer 10 vezes, diluindo todo o conteudo do recipiente em 900 ml

de agua deionizada ou destilada.

2. Lavar cada well 3 vezes com 300 ml de Wash Buffer ja diluido, por lavagem.
Remover o Wash Buffer por inversao da placa e bater a placa sobre papel toalha
vérias vezes. Nao permitir que os wells sequem antes do proximo passo. Se for
utilizado lavador automatico, seguir as instrucées do fabricante para todos os passos
de lavagem descritos no protocolo.

3. Adicionar 10 pl de Assay Buffer nos wells do Branco, Padrdes, Controle de
Qualidade 1 (CQ1) e Controle de Qualidade 2 (CQ2). Adicionar 40 pl de Assay
Buffer nos wells das amostras.

4. Se as amostras forem soro ou plasma, adicionar 10 pl de Matrix Solution nos wells
de Branco, Padrées, CQ1 e CQ2. Se as amostras forem livres de componentes do

soro, adicionar 10 pul de Assay Buffer ao invés de Matrix Solution.

5. Add in duplicate 10 m | Rat Insulin Standards in the order of ascending

concentration to the appropriate wells.
6. Adicionar 10 ul de CQ1 e 10 pl de CQ2 nos wells apropriados.
7. Adicionar sequencialmente 10 pl das amostras em duplicata no restante dos wells.

8. Adicionar 80 pl de Detection Antibody em todos os wells. Para um melhor
resultado todas as adicoes devem ocorrer dentro de 1 hora. Cobrir a placa com
o papel adesivo e incuba-la a temperatura ambiente por 2 horas em um shaker de
placas em rotacdo moderada, de 400 a 500 rpm.

9. Remover o adesivo e descartar a solugdo. Bater a placa invertida para retirar o
excesso de solugdo de cada well.



10. Lavar os wells 3 vezes com Wash Buffer diluido, 300 ml por well por lavagem.
Descartar a solucéo e bater a placa sobre papel toalha para remover toda a solucéo,

apoés cada lavagem.

11. Adicionar 100 pl de Enzyme Solution em cada well. Cobrir a placa com o adesivo

e incuba-la com rotagdo moderada a temperature ambiente por 30 minutos.

12. Remover o adesivo e descartar a solucado da placa. Bater a placa invertida para

retirar 0 excesso de solugdo de cada well.

13. Lavar cada well 6 vezes com Wash Buffer diluido, 300 pl por well por lavagem.
Descartar a solucéo e bater a placa sobre papel toalha para remover toda a solucéo,

apoés cada lavagem.

14. Adicionar 100 pl de Substrate Solution em cada well, cobrir a placa com o
adesivo e incuba-la com rotacdo moderada por aproximadamente 10 a 15 minutos. A
coloragdo azul devera ser formada nos wells dos padrées de Insulina com

intensidade proporcional a concentragao de Insulina.

NOTA: Esteja ciente que a coloracdo pode aparecer mais rapidamente ou
demoradamente que o tempo de incubacdo recomendado dependendo da
temperatura do ambiente. Monitorar visualmente a formacédo da cor para otimizar o
tempo de incubacdo. A formacao da cor pode ser monitorada usando um filtro 370
nm, se disponivel no espectofotometro. Quando a absorbancia esta entre 1.2 ¢ 1.8 a

370 nm, a Stop Solution pode ser adicionada para terminar a formagéo da cor.

15. Remover o adesivo e adicionar 100 pl de Stop Solution [Cuidado: Solucao
Corrosival e misturar com a mao. A cor azul devera se tornar amarela apés a
acidificacdo. Ler na asorbéncia de 450nm e 590nm dentro de 5 minutes e verificar se
nao existe bolhas de ar em nenhum well. Registre a diferengca das unidades de
absorbéncia.



ANEXO 04

Extracao de RNA total

1- Homogeneizacao

As amostras de tecido adiposo congelados e mantidos em nitrogénio liquido
serdo pulverizadas sob banho de nitrogénio em um pulverizador Thermovac, da
Telcolab Corporation e colocadas em tubos de centrifuga (Corex) contendo 1 mL de
TRIZOL Reagente, passando-se o lisado através de uma pipeta.

2- Fase de Separacao

As amostras de homogenato serdo incubadas durante 5 min a 15 — 30°C para
permitir a completa dissociacao dos complexos das nucleoproteinas. Adicionar-se-a,
entdo, 0,2 mL de Cloroférmio por 1 mL de Trizol. Os tubos serdo fechados
adequadamente e sera feito uma agitagdo manual vigorosa por 15 segundos. Serao
entdo incubados a 15 — 30°C durante 2 a 3 minutos. As amostras serao
centrifugadas durante 15 minutos a 14000g a 4°C. Apds a centrifugacao, a mistura
estard separada em 3 fases: a mais inferior rosa, a fase intermediaria de fenol-
cloroférmio e a superior, aquosa. O volume da fase aquoso € constituido por

aproximadamente 60% do volume do Trizol usado para o0 homogenato.

3- Precipitacao do RNA

Sera transferida a fase aquosa para um novo tubo e adicionado 0,5 mL de
alcool isopropilico para cada 1 mL de Trizol. As amostras serao incubadas a 15 —
30°C durante 10 minutos e centrifugadas a 14000g durante 10 minutos a 4°C.

Formar-se-a um pellet no fundo do tubo, o qual é o precipitado de RNA.



4- Lavagem do RNA

Sera removido o sobrenadante. O pellet de RNA sera lavado com 1mL de
etanol 75% por 1 mL de Trizol. As amostras serdo agitadas no vortex e
centrifugadas durante 5 minutos a 14000g a 4°C.

5- Redissolvendo o RNA

No final do procedimento, retirou-se o sobrenadante por inversdo do tubo e
secou-se as paredes dos tubos com cotonete autoclavado, sem perturbar o pellet.
Dissolveu-se o0 RNA com 15uL de agua ultrapura (Gibco™, Cat. n? 10977-015, ou em
sua falta, foi utilizada agua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato, também
chamada agua tratada com DEPC), passando-se a solugdo varias vezes pela
ponteira de uma micropipeta. Incubou-se as amostras durante 10 minutos a 55 —
60°C. O RNA foi acondicionado em freezer -80°C.

Concentracao do RNA

A concentragdo de RNA foi determinada por leitura espectrofotométrica a 260
nm. Esta leitura permitiu o calculo da concentragéo de acido nucléico da amostra.
Uma unidade de densidade optica (D.O.) corresponde a aproximadamente 40 pug/ml
de RNA de fita simples e a relacéo entre as leituras a 260 nm (D.O. 260/D.0O. 280)
permite estimar a pureza do acido nucléico. Esta relagdo, para uma preparagcao pura
de RNA, deve ser de 1,8 a 2,0.



ANEXO 05

Gel Analitico de Agarose para RNA

Foi dissolvido por aquecimento 0,30 mg de agarose em 30 ml de tampao TAE
1M pH 7,0. Apds esfriar, foi acrescentado 3 ul de brometo de etidio e despejado
sobre uma cuba horizontal montada (5,0 cm x 7,7 cm — Life Technologies — Gibco
BRL Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus) com um pente de acrilico com dentes
de 2 mm de espessura, para a formagao dos pocos de aplicacao. A espessura do
gel foi de aproximadamente 1 cm. A preparacdo permaneceu a temperatura
ambiente por 30 minutos.

Durante este intervalo, as amostras foram postas em gelo para descongelar.
Para cada amostra foi feito uma mistura de 1 ul de RNA, 1 ul de tampéao orange e 8
ul de agua mili-Q autoclavada. As amostras foram, entao, aplicadas no gel.

A eletroforese foi realizada na corrente constante de 80 mA (Power Pac Basic
— Bio-Rad) por aproximadamente 30 minutos.

Terminada a eletroforese o gel foi colocado sobre o Foto UV/WhiteDarkroom
(UVP Laboratory Products) que, corado com laranja de acridina, permitiu que o RNA
fosse visualizado e fotografado.



ANEXO 06

Transcricao Reversa do RNA

A transcricdo reversa (RT) do RNA obtido do tecido adiposo foi realizada
utilizando-se os componentes do Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen, Brasil, Cat. n® 11904-018). Uma mistura contendo 1000 ng de
RNA total, 1 uL de dNTP mix 10 mM, 1uL de Oligo(dT) (0.5 pg/uL) e, com volume
total ajustado para 10 uL de H,O com DEPC (dietil pirocarbonato), foi incubada por 5
minutos a 65 °C e, em seguida, por pelo menos 1 minuto no gelo. Posteriormente, foi
adicionado a essa mistura 9 uL de uma solugéo contendo 2uL de tampdo RT 10x, 4
puL de MgClz 25 mM, 2uL de DTT 0.1 M e 1 uL de Inibidor de RNAse recombinante
RNaseOUT™. Apds essa mistura de reagentes ser levemente agitada e incubada a
42°C por 2 minutos, foi adicionado a reacdo 1 L da enzima SuperScript™ Il RT e a
mistura foi novamente incubada por um periodo de 50 minutos a 42°C.
Posteriormente a reacado foi colocada no gelo e adicionado 1 uL de RNAse H para

finalmente incuba-la por 20 minutos a 37°C.



ANEXO 07

PCR Semi-Quantitativo

Para a realizagédo da reacao de PCR, aliquotas de 1 ul da reacéo de RT foram
adicionadas a 24 pl de uma mistura contendo 17,8 uL de agua autoclavada, 2,5 uL
de tampao Taq polimerase 10X, 0,5 uL de dNTPs (10 mM), 1 uL de Cloreto de
Magnésio (25nM); 0,5 uL de primer sense (10 uM), 0,5 uL de primer antisense (10
uM) e 0,2 uL de Taqg polimerase por amostra. Essa mistura foi entdo incubada a 94
°C, por 2 minutos e submetida a ciclos (tabela 10) com temperatura de desnaturagao
de 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento (tabela 10) por 45 segundos e
temperatura de extensao de 72°C por 45 segundos. Ao final dos ciclos a reacao
ficou incubada por 10 minutos a 72°C e permaneceu a 4°C. A reacgao foi estocada a -

20°C.
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