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RESUMO

A obesidade pode levar a comorbidades como a diabetes, hipertensdo e até mesmo
secura bucal. Sua prevaléncia é semelhante entre homens e mulheres. Durante a
menopausa ha reducdo de secrecdo salivar e esse efeito pode ser evidenciado
também em ratas ovariectomizadas. Sabemos que existe dimorfismo sexual para uma
série de funcdes fisioldgicas, o que pode ser decorrente da acdo dos hormonios
sexuais ao longo do ciclo reprodutivo. A secrecdo salivar pode ser induzida
experimentalmente pelo agonista colinérgico pilocarpina (PILO), a qual também induz
ingestéo de agua. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi verificar a secre¢éo salivar
e ingestdo de agua induzidas por PILO em ratos e ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica (HFD), com ou sem a presenca de estrégeno (E2). Para isso, ratos e
ratas (Holzmann adultos 300-320 g), foram alimentados por 6 semanas com dieta
padrao (SD, 11% de calorias de gordura) ou com HFD (46% de calorias de gordura).
As fémeas foram submetidas a 3 tratamentos: SHAM (sem cirurgia), ovariectomia
(OVX) e OVX+E2 (17B-Estradiol; 10 pg/0,1 ml/rata). A OVX foi realizada no mesmo
dia que a separacdo aleatéria das ratas em SD e HFD. A reposicdo com E2 foi
realizada a partir da 5% semana e durou até a eutanasia (8-10 dias). Na 62 semana,
sob anestesia (cetamina, 100 mg/kg de peso corporal,p.c., ip) a secrecao salivar foi
medida por 7 min por bolas de algoddo na cavidade oral ap6s salina (sal) ou PILO (1
mg/kg de p.c.). Ap6s 3 dias, a ingestdo de agua foi medida por 1 h, imediatamente
apos salina ou PILO. Foi observado ganho de peso semelhante entre ratos e ratas SD
e HFD. Porém, os animais alimentados com HFD tiveram a adiposidade maior do que
0s animais SD, independente do sexo. A OVX foi confirmada com a reducéo do peso
do Utero e a reposi¢cdo com E2 com o aumento do peso uterino. A secrecao salivar
induzida por pilocarpina aumentou em ratos alimentados com HFD, enquanto houve
uma reducgéo da secrecéo salivar em ratas SD-OVX, a qual foi revertida pelo E2. Em
ratas HFD nao foi observada alteracdo na secrecao salivar induzida por PILO. Ratos
alimentados com HFD tiveram a ingestdo de agua induzida por pilocarpina semelhante
aos ratos SD, enquanto nas fémeas houve uma tendéncia das ratas OVX, seja SD ou
HFD, de ingerirem menos agua.

Palavras — chave: Obesidade. Pilocarpina. Estrogénios.



Der6bio HO. Effect of high-fat diet intake on salivary secretion and water intake
induced by pilocarpine in males and the partipation of strogen in females rats
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Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

ABSTRACT

Obesity can lead to comorbidities such as diabetes, hypertension and even dry mouth.
Its prevalence is similar between men and women. During menopause there is a
reduction in salivary secretion and this effect can also be seen in ovariectomized rats.
We know that sexual dimorphism exists for a series of physiological functions, which
may be due to the action of sexual hormones throughout the reproductive cycle.
Salivary secretion can be experimentally induced by the cholinergic agonist pilocarpine
(PILO), which also induces water intake. Therefore, the objective of the work was to
verify salivary secretion and water intake induced by PILO in rats fed a high-fat diet
(HFD), with or without the presence of estrogen (E2). For this, rats (Holzmann adults
300-320 g) were fed for 6 weeks with a standard diet (SD, 11% calories from fat) or
with HFD (46% calories from fat). Females were subjected to 3 treatments: SHAM
(without surgery), ovariectomy (OVX) and OVX+E2 (173-Estradiol; 10 ug/0.1 ml/rat).
OVX was performed on the same day as the random separation of rats into SD and
HFD. Replacement with E2 was performed from the 5th week onwards and lasted until
euthanasia (8-10 days). In the 6th week, under anesthesia (ketamine, 100 mg/kg body
weight, b.w., ip) salivary secretion was measured for 7 min by cotton balls in the oral
cavity after saline (salt) or PILO (1 mg/kg b.w. ). After 3 days, water intake was
measured for 1 h, immediately after saline or PILO. Similar weight gain was observed
between SD and HFD rats. However, animals fed HFD had greater adiposity than SD
animals, regardless of sex. OVX was confirmed with reduced uterine weight and E2
replacement with increased uterine weight. Pilocarpine-induced salivary secretion
increased in HFD-fed rats, while there was a reduction in salivary secretion in SD-OVX
rats, which was reversed by E2. In HFD rats, no change in PILO-induced salivary
secretion was observed. Rats fed HFD had pilocarpine-induced water intake similar to
SD rats, while in females there was a tendency for OVX rats, whether SD or HFD, to
ingest less water..

Keywords: Obesity. Pilocarpine. Estrogens.
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1 INTRODUCAO

Esse Trabalho de Conclusdo de Curso foi baseado no Relatério Final da
Proposta de n°® 1334 e 4489, financiado pela Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico - CNPq (ANEXO A).

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura que traz
prejuizos a saude do individuo. Apontada como uma epidemia mundial, a obesidade
vem se tornando um dos maiores problemas de saude publica. O indice de obesidade
(indice de massa corporal > 30 kg/m2) no Brasil é de aproximadamente 20,3% na
populacao adulta (acima de 18 anos) e na populagdo masculina no Brasil € de 55,5%,
enquanto nas mulheres é de 49,1%?*, sendo que nas mulheres, durante a menopausa
h& maior acumulo de gordura abdominal comparada com mulheres na pré-
menopausa?. A populagdo jovem (18 a 24 anos) se destaca com melhor indice, 38%,
enquanto pessoas de 45 a 64 anos ultrapassam os 61%?3. Uma das consequéncias da
obesidade sdo as comorbidades associadas a ela, tais como hipertenséo e diabetes
tipo 11*7, bem como reducéo da secrecédo salivar e alteracdo da composicdo da saliva®
10 que pode levar a periodontite©.

Em roedores, a obesidade pode ser induzida através de uma dieta hiperlipidica
(HFD) palatavel, a qual se assemelha a dieta adotada pela sociedade ocidental, rica
em gorduras e carboidratos®’ .Animais alimentados com dieta hiperlipidica por 6
semanas apresentam reducao da ingestdo diaria de 4gua prandial (ingestdo de agua
gue acompanha a ingestao de racéo) assim que a dieta era oferecida, e que parte
disso era decorrente de uma maior salivacdo durante a alimentagdo?! .Por outro lado,
dados da literatura demonstraram que ratos machos alimentados 8 semanas com
dieta hiperlipidica contendo =60% de calorias proveniente de gordura tem uma
reducdo da secrecao salivar induzida pela pilocarpina, bem como aparecimento de
goticulas de gordura na glandula submandibular, que poderia estar relacionada com
a hipofuncéo da glandula *2.

A saliva é importante para a fonacédo, degluticdo, gustacdo, mastigacao,
tamponamento do pH bucal, remineralizacdo dental, prevencdo de infec¢oes,
termorregulacdo entre outras funcdes!®!4. Pacientes dessalivados (com xerostomia)
exibem sinais e sintomas como boca seca, queimaduras, infeccdo da mucosa oral,
dificuldade de alimentacdo, desconforto ao falar, aumento no indice de caries e
doencas periodontais**. A pilocarpina, inicialmente extraida da planta brasileira
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Pilocarpus jaborandi, age sobre as glandulas salivares e sudoriparas, produzindo
salivacdo e sudorese'®. Embora a pilocarpina possa estimular a secrecédo salivar
agindo diretamente em receptores das glandulas salivares, sabe-se que a pilocarpina
pode cruzar a barreira hematoencefélica'® e além da salivacéo, injecdes periféricas de
pilocarpina também induzem a ingestdo de agua por atuar em receptores
muscarinicos em areas prosencefalicas envolvidas com a ingestéo de agua’18.
Sabemos que existe dimorfismo sexual para uma série de funcdes fisioldgicas,
0 que pode ser decorrente da acdo dos hormoénios sexuais ao longo do ciclo
reprodutivo. No caso da secrec¢do salivar, observou-se que ha uma maior prevaléncia
de xerostomia em mulheres, particularmente em mulheres idosas, ou seja, em
mulheres jA& na menopausa'®. Esse periodo é caracterizado pela auséncia de
menstruacgao por pelo menos 1 ano, o que ocorre naturalmente com o envelhecimento,
devido a auséncia de foliculos ovarianos, que sao liberados durante os ciclos
menstruais. Na menopausa, 0s ovarios ndo produzem mais estrégeno e progesterona
em guantidades significantes. O estrégeno, um horménio esteroide fundamental, esta
associado a diversas funcdes no organismo feminino, estimulando o crescimento dos
foliculos ovarianos, agindo no metabolismo 6sseo, contribui para saiude cognitiva e
principalmente participa da regulagdo do metabolismo energético?®. Buscamos
analisar no presente trabalho a ingestdo de agua e secrecao salivar induzidas por

pilocarpina em ratas e ratos alimentados com dieta hiperlipidica por 6 semanas.
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2 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi analisar a secrecao salivar e ingestao de
agua induzidas por pilocarpina em ratos e ratas alimentados com dieta hiperlipidica
por 6 semanas, sendo que os parametros foram analisados em ratas com ovarios

intactos, ovariectomizadas (menopausa) ou com reposi¢cao de estroégeno.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A obesidade pode levar a comorbidades como a diabetes, hipertenséo e até
mesmo secura bucal*®, e sua prevaléncia é semelhante entre homens e mulheres?!. A
obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura que traz prejuizos a saude
do individuo!. No Brasil, os Ultimos dados do IBGE demonstraram que 52,2% da
populacéo brasileira esta acima do peso ideal®. Durante a menopausa ha um acumulo
maior de gordura abdominal, o qual pode promover alteracdes metabdlicas?. A
pilocarpina € um agonista colinérgico, capaz de estimular a secrecao salivar e ingestao

de agua'®.

3.1 Obesidade

De acordo com as conclusdes de Bluher?, a obesidade pode ser caracterizada
como um acumulo excessivo de tecido adiposo que compromete a saude do individuo.
No caso de adultos, um indice de massa corporal (IMC) superior a 30 kg/m2 é usado
para definir a condicdo como obesidade. A obesidade representa um desafio
significativo para a saude publica, atingindo proporcdes epidémicas. Esta diretamente
relacionada a um maior risco de desenvolver diabetes tipo 2 e hipertensdo, como
demonstrado por Speretta et al.> e Jensen et al.%. A etiologia da obesidade envolve
um desequilibrio energético, com a ingestao de calorias excedendo a quantidade de
calorias gastas, e pode ser influenciada por fatores socioculturais, sexo, predisposi¢cao
genética, envelhecimento, falta de atividade fisica, entre outros aspectos.

Segundo Despres e Lemieux?!, a sindrome metabdlica é definida como um
conjunto de fatores de risco que inclui, entre outros, a obesidade abdominal,
resisténcia a insulina, niveis elevados de triglicerideos e pressao arterial elevada.

Para Cinti??, o tecido adiposo se encontra distribuido em depdsitos claramente
definidos, localizados em niveis superficiais e profundos do corpo. Nos roedores
adultos, os principais depdsitos viscerais englobam as areas mediastinais, perirrenais,
perigonadais, mesentéricas e retroperitoneais. O tecido adiposo pode apresentar duas
variantes, sendo elas branca e marrom, e a proporgéao relativa entre esses dois tipos
de tecido pode variar dependendo de fatores como idade, condicbes metabolicas e
genéticas. Vale destacar que o tecido adiposo branco frequentemente contém um
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infiltrado de macréfagos, um fator que pode estar relacionado a condi¢des de saude
importantes, como a resisténcia a insulina.

A obesidade esta associada ao aumento das citocinas inflamatérias e ao
aumento da atividade do sistema renina-angiotensina. Essa condicdo induz a
neuroinflamacdo no prosencéfalo, que € a regido onde ocorre o processamento da
sede, como observado por Kloet et al.?3. Esses fatores podem estar ligados a reducéo

na ingestdo de agua, como apontado por De Castro et al.?*.

3.2 Menopausa e estrégeno

De acordo com as observacGes de De Jesus e Henry?°, a regulagdo do
consumo e do gasto energético apresenta um claro dimorfismo sexual, indicando que
as mulheres jovens tém uma maior protecdo contra o ganho de peso e doencas
cardiovasculares. No entanto, durante a menopausa, as mulheres passam por
alteracdes devido a diminuicdo dos hormbnios sexuais, em especial o estrdgeno, 0
gue resulta em mudancas na distribuicdo do tecido adiposo e um aumento na
suscetibilidade ao ganho de peso. O estrogeno € conhecido por desempenhar um
papel na regulacao do metabolismo energético. O tratamento com estrdgeno aumenta
a sensibilidade a leptina, o que por sua vez leva a uma redu¢cdo na ingestdo de
alimentos.

Perez- Gonzalez et al.'® observaram que ocorre uma maior prevaléncia de
xerostomia em mulheres idosas, ou seja, aguelas que ja passaram pela menopausa.
A menopausa € caracterizada pela cessacdo da menstruagcado por um periodo minimo
de um ano, devido a auséncia de foliculos ovarianos, que séo liberados durante os
ciclos menstruais.

Segundo as constatacdes de Toth et al.?, as transformagfes corporais
resultantes da menopausa podem explicar o aumento no risco de doencas
cardiovasculares e metabdlicas nos anos posteriores a esse periodo. Mulheres no
pos-menopausa tendem a apresentar maior quantidade de gordura intra-abdominal

em comparacao com mulheres na pré-menopausa.
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3.3 Salivacao

A saliva desempenha diversas fungdes essenciais, incluindo a fonacéao,
degluticdo, gustacdo, mastigacdo, regulacdo do pH bucal, remineralizacdo dos
dentes, prevencao de infec¢bes, termorregulacdo e muito mais, como destacado por
Pedersen et al.t314,

De acordo com Modeer et al.®, pacientes obesos frequentemente apresentam
uma reducéo no fluxo salivar estimulado, o que, como sugerido por Schwenger, pode
resultar em um maior nimero de caries dentarias e outras doenc¢as bucais, como a
periodontite.

Por outro lado, de acordo com Sa et al.%%, ratos que s&o alimentados com uma
dieta hiperlipidica tendem a ter uma redu¢éo no consumo de agua diaria e durante as
refeicdes. Isso pode indicar que a maior producédo de saliva durante a alimentacao
desempenha um papel importante nesse comportamento. No entanto, de acordo com
Kolodzjej et al.*?, ratos que foram alimentados com uma dieta hiperlipidica por 8
semanas mostraram uma diminui¢cdo na secrecao salivar estimulada por pilocarpina,
possivelmente devido ao estresse oxidativo nas glandulas salivares e a presenca de
vacuolos.

Conforme observado por Ferguson?®, a pilocarpina é um sialogogo extraido de
uma planta brasileira, frequentemente utilizada como estimulo para a producéo de
saliva em casos de disfuncdo das glandulas salivares. A diminuicdo na secrecao
salivar pode ocorrer devido a desidratacdo, que afeta diabéticos, pessoas que fazem
uso de diuréticos, medicamentos anticolinérgicos, além de surgir como resultado de
tratamentos de radioterapia na regido da cabeca e do pescoco, bem como da
sindrome de Sjogren. A disfuncao das glandulas salivares pode levar a sintomas como
boca seca, desconforto na fala, mucosites, céries dentérias, doencga periodontal e
dificuldades com proteses.

De acordo com Freedman et al.'%, a pilocarpina possui a capacidade de
estimular a secrecao salivar, agindo diretamente nos receptores localizados nas
glandulas salivares, além de conseguir atravessar a barreira hematoencefalica e
afetar o sistema nervoso central.

Conforme Gay et al.'” mostram, injecdes parenterais de pilocarpina resultaram

em um aumento na ingestdo de agua em ratos. Esse comportamento ndo é mediado
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por meio de uma via colinérgica, mas sim pela acdo da pilocarpina nos receptores

muscarinicos presentes no sistema nervoso central.

3.4 Ingestéo de agua

De acordo com McKinley e Johnson?®, a sede desempenha um papel crucial na
motivacdo para a ingestdo de liquidos, sendo um componente fundamental da
sequéncia coordenada que mantém o volume e a composi¢ao dos fluidos corporais.
As vias ascendentes em direcdo ao prosencéfalo desempenham um papel central na
geracdo da sede, e é nessa regido que o processamento dessa resposta tem inicio.

Segundo as descobertas de Paulin®®, injecGes periféricas de pilocarpina
provocam a producédo de saliva e aumentam a ingestéo de agua. A area septal medial
e seus receptores muscarinicos fazem parte do circuito localizado no prosencéfalo
que é ativado pela pilocarpina periférica.

A administracdo periférica de pilocarpina, mas atuando em receptores
colinérgicos do sistema nervoso central, é capaz de estimular a ingestdo de agua,
como mencionado por Gay et al.l”. A manutencdo da dieta hiperlipidica pode
desencadear uma euroinflamacéo central, que afeta a resposta da pilocarpina nas vias
neurais relacionadas a ingestdo de agua. Ratos alimentados com uma dieta rica em
gordura por 6 semanas apresentaram sinais de neuroinflamacéo no bulbo, conforme
observado por Speretta et al.” em 2019, e outros estudos indicam a presenca de
neuroinflamacao no prosencéfalo, onde se inicia o processo de regulacédo da sede,
como evidenciado por de Kloet et al.>®> e McKinley e Johnson?®.
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4 MATERIAL E METODO

A seguir serdo citados os meétodos referentes aos experimentos de salivacao e
ingestdo de &gua induzidas por pilocarpina em ratos e ratas alimentadas com dieta

hiperlipidica, ovariectomizadas ou com tratamento com estrégeno.

4.1 Animais

Seréo utilizados ratas e ratos Holtzman adultos (300 a 320 g), mantidas em
gaiolas individuais com livre acesso a racdo e agua, em salas climatizadas
(temperatura de 23 £ 2° C e umidade de 50 + 10%), com ciclo claro-escuro de doze
horas (luzes acesas das 7 h as 19:00 h). Os protocolos propostos estdo de acordo
com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA e foram aprovados pelo CEUA da FOAr
(processo # 15/2021 e #13/2020).

4.2 Dietas

As ratas serdo alimentadas com ra¢édo padrao para rato (Socil; Paulinia, SP),
que serd denominada dieta padrdo (SD) contendo: 23 g de proteina, 49 g de
carboidrato, 4 g de gordura, 5 g de fibras e 200 mg de sédio por 100 g de dieta,
conforme fornecido pelo fabricante ou dieta hiperlipidica (HFD) palatavel contendo
22,3 g de proteina, 24,5 g de gordura, 40,8 g de carboidrato, 5,9 g de fibra e 253 mg
de sodio por 100 g de dieta, segundo exame bromatologico realizado com amostra da
dieta (Ribersolo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil). Esta HFD palatavel peletizada contém na
sua composicdo amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito de maisena, na
proporcao de 3:2:2:1 associado com mix de vitaminas/minerais e nucleo concentrado
de racao para rato (PragSolugcdes Biociéncias; Jau, SP). O valor caldrico das dietas
sera de aproximadamente 3,24 kcal/g para a DP e 4,79 kcal/g para HFD, onde para a
HFD a % Kcal corresponde a 18,86 de proteinas, 46,63 de gordura, 34,51 de

carboidrato.
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4.3 Anestesia e eutanasia

As ratas serdo anestesiadas com injecao intraperitoneal (ip) de cetamina (80
mg/kg de peso corporal) combinado com xilasina [7 mg/kg de peso corporal (pc)] para
todas as cirurgias e cetamina (100 mg/kg pc) para o experimento de salivacéo.
Durante o procedimento cirargico, o nivel de anestesia serd monitorado por meio da
reacao reflexa ao pingamento da pata, e ajustado se necessario. ApOs as cirurgias 0s
animais receberdo uma dose intramuscular profilatica de antibiotico (benzilpenicilina
— 80.000 Uls/estreptomicina — 33 mg; Pentabiotico Veterinario — Pequeno Porte, Fort
Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP, Brasil) e uma injecdo subcutédnea de
analgésico/anti-inflamatério (Cetoprofeno 1% - 0,03 ml/rato; Ketoflex, Mundo Animal,
Sédo Paulo, SP, Brasil) e 1 ml de solucéo fisioldgica (NaCl 0,15 M). No final dos
experimentos as ratas serdo sacrificadas sob anestesia profunda com tiopental sédico
(100 mg/kg de pc; i.p.; Cristélia, Itapira, SP, Brasil).

4.4 Tecido adiposo

Os tecidos adiposos retroperitoneal, gonadal e mesentérico serdo
imediatamente retirados e seu peso Umido sera feito imediatamente apds a eutanasia
dos animais. A coleta de tecido adiposo sera realizada de acordo com as descricbes
de Cinti?2,

4.5 Secrecgéo salivar

Os ratos foram anestesiados com ketamina. Saliva foi coletada com o auxilio
de pequenas bolas de algodao previamente pesadas e colocadas nas porcoes laterais
e dorso-postero-lingual. A coleta foi realizada durante 7 minutos iniciando-se 10
minutos apds a injecdo de pilocarpina intraperitonealmente ou salina (veiculo) (1mg/kg

em relacéo ao p.c.)®.

4.6 Medida da ingestao de agua

Os animais receberam a injecéo de pilocarpina e apds 15 minutos iniciou-se a

medida da ingestdo de agua, que foi realizada a cada 15 minutos durante 1 hora.
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Foram utilizados tubos com diviséo de 0,1 ml adaptados com bicos de metal para as
medidas de ingestédo de agua.

4.7 Ovariectomia

Para realizagéo ovariectomia, as ratas serdo anestesiadas, conforme descrito
acima, e terdo os ovarios removidos bilateralmente. Ratas controle serdo submetidas
ao mesmo processo inicial da cirurgia, porém seus ovarios serdo mantidos intactos.
Para verificacdo da ovariectomia, apds a eutandsia, o Utero serd removido para

calcularmos o indice uterino conforme descrito na literatura?’.

4.8 Reposicao de estrégeno

A reposicdo com estrogeno foi feita a partir da quinta semana de dieta seja SD
ou HFD, por 7 dias antes dos experimentos e até a eutanasia. As ratas
ovariectomizadas receberam estradiol (3-bezoato de B-estradiol dissolvido em 6leo de
girassol) na dose de 10 ug de estradiol/rata, administrado subcutaneamente (s.c.),
conforme descrito anteriormente ou 6leo de girassol (veiculo; 0,1 ml/rata, s.c.), como

descrito?8.

4.9 Andlise estatistica

Os dados serdo expressos como média + EPM. A andlise de variancia de uma
ou duas vias, associada ao teste de Student-Newman-Keuls, ou o teste t de Student

serdo utilizados quando apropriado, assumindo-se p < 0,05.

4.10 Protocolos experimentais

Todos os animais foram pesados semanalmente. No final dos experimentos, 0s
animais sacrificados com sobredose anestésica (tiopental sodico, 100 mg/kg de p.c;
ip) e o tecido adiposo, utero e figado foram coletados conforme descrito na
metodologia. Na semana 0, que é a que antecede a introducdo da HFD, todos os
animais foram alimentados com SD. Os animais foram em seguida distribuidos

aleatoriamente em ratos SD e ratos HFD. Os ratos SD continuaram se alimentando
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de SD, enquanto os ratos HFD comecaram a se alimentar de HFD. Neste mesmo dia,
as ratas foram submetidas a OVX ou a cirurgia ficticia. Na 5% semana apos a
OVX/cirurgia ficticia, iniciou-se a administracao de estrégeno (E2) ou 6leo (veiculo)
por 7 dias e iniciou-se 0s experimentos com a manutencdo da administracao de E2

ou veiculo até a eutanasia.
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5 RESULTADOS

A seguir, serdo mencionados os resultados relacionados ao peso corporal,
tecido adiposo e indice uterino dos animais, bem como os dados referentes aos
experimentos de salivacéo e ingestdo de agua induzidas por pilocarpina em ratos e

ratas alimentados com dieta hiperlipidica e dieta padrao.

5.1 Peso corporal e tecido adiposo em ratos alimentados com dieta hiperlipidica
por 6 semanas

Na semana 0, todos os ratos foram alimentados com SD e ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos no peso corporal. Durante o periodo de 6 semanas,
os animais HFD apresentaram ganho de peso significativamente maior que 0s animais
SD. A Figura 1 A mostra esses resultados.

Os ratos alimentados com HFD por 6 semanas apresentaram um maior tecido
adiposo epididimal, mesentérico e retroperitoneal, quando comparados com 0s ratos
SD.

Figura 1 — A) Diferenca entre peso corporal inicial a final em ratos alimentados com dieta
padréo (SD) e ratos alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) 6 semanas. B)
Alteracfes no tecido adiposo em ratos alimentados com dieta padréo (SD) e ratos
alimentados com dieta hiperlipidica (HFD) por 6 semanas.
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Dados estdo expressos como média + EPM; Teste t seguido do teste Shapiro-Wilk*p < 0,05
vs. SD; SD, n= 9; HFD, n = 10.

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.2 Peso corporal, tecido adiposo e indice uterino em ratas alimentadas com
dieta hiperlipidica por 6 semanas

Observamos que o ganho de peso entre as ratas que receberam dieta padréo
(SD) e dieta hiperlipidica (HFD) foi semelhante, nas ratas OVX e nas OVX+E2. Porém,
podemos verificar que em ambos 0s grupos, nas ratas OVX houve um maior ganho
de peso, que foi revertido pelo tratamento com E2.

Apesar do peso semelhante, podemos ver no gréfico, que as ratas HFD,
tiveram maior tecido adiposo mesentérico, retroperitoneal e ovarino maior do que as
ratas SD, em todos os grupos ( OVX e OVX+E2). Consideramos como tecido adiposo
visceral a soma do tecido adiposo ovariano, mesentérico e retroperitoneal.

Observa-se reducdo do peso dos ovarios nos grupos OVX, independente do
tratamento, demonstrando que a cirurgia foi realizada corretamente. Além disso, vé-
se 0 aumento do peso do Utero nas ratas em que foi feita a reposicdo hormonal,

demonstrando a eficiéncia desse tratamento.

Figura 2 — A) Diferenga entre peso corporal inicial a final. B) Alteracdes no tecido adiposo
mesentérico C) Alteracbes no tecido adiposo retroperitoneal D) Alteracées no
tecido adiposo ovariano E) indice uterino em ratas alimentadas com dieta padr&o
(SD) e ratas alimentadas com dieta hiperlipidica (HFD) por 6 semanas ),
ovariectomizadas (OVX) ou OVX com tratamento com E2 (OVX-E2).
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Dados estdo expressos como média + EPM; Analise de variancias de uma via seguido do
teste Shapiro-Wilk. *p < 0,05 vs. SD e #p < 0,05 vs. OVX. SD+OVX, n =7; SD+OVX/E2, h =
7; HFD+OVX, n = 8; HFD+OVX/E2, n = 8.

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.3 Salivacdo induzida por pilocarpina em ratos e ratas alimentados por 6
semanas com dieta hiperlipidica

Observamos que a pilocarpina induziu aumento da secrecédo salivar em todos
0S grupos comparada com a secrecao salivar controle (injecao de salina ip).

Em ratos, verificamos uma diferenca significante na secrecédo salivar induzida
por pilocarpina entre os grupos SD e HFD Ainda, observamos uma reducdo da
secrecdo salivar em ratas OVX e esta reducao foi revertida pelo tratamento com
estrogeno (OVX/E2), tanto em animais alimentados com dieta hiperlipidica (HFD),
quanto com dieta padréo (SD).
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Figura 3 — A) Secrecdo salivar basal (salina) e induzida por pilocarpina em ratos alimentados
com dieta padréo (SD) e dieta hiperlipidica (HFD) por 6 semanas B) ) Secrecéo
salivar induzida por salina ou pilocarpina em ratas alimentas com dieta padrdo
(SD) ou dieta hiperlipidica (HFD), ovariectomizadas (OVX) ou OVX com
tratamento com E2 (OVX-E2).
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Dados estdo expressos como média £+ EPM; Andlise de variancias de duas vias seguido do
teste Shapiro-Wilk. *p < 0,05 vs. Salina e #p < 0,05 vs. SD PILO. A) SD, n =13; HFD, n =10
B) SD+OVX, n =7; SD+OVX/E2, n = 7; HFD+OVX, n = 8; HFD+OVX/E2, n = 8.

Fonte: Elaboracao prépria.
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5.4 Ingestdo de 4gua induzida por pilocarpina em ratos e ratas alimentados por
6 semanas com dieta hiperlipidica

Em ratos alimentados por 6 semanas com dieta hiperlipidica, a ingestdo de
agua induzida por pilocarpina dos animais alimentados com HFD foi similar aos
animais alimentados com SD. Nas ratas OVX, seja SD ou HFD, houve uma tendéncia

a reducdo da ingestao de agua, porém sem alteracdes significantes.

Figura 4 — A) Ingestdo de &gua induzida por pilocarpina em ratos alimentados com dieta
padrdo (SD) e dieta hiperlipidica (HFD) por 6 semanas B) ) Ingestdo de agua
induzida por salina ou pilocarpina em ratas alimentas com dieta padréo (SD) ou
dieta hiperlipidica (HFD), ovariectomizadas (OVX) ou OVX com tratamento com
E2 (OVX-E2).
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Dados estéo expressos como média + EPM; Teste t seguido do teste Shapiro-Wilk* A) SD, n
= 13; HFD, n =10 B) SD+OVX, n = 7; SD+OVX/E2, n = 7; HFD+OVX, n = 8; HFD+OVX/E2, n
=8

Fonte: Elaborag&o prépria.
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6 DISCUSSAO

As ratas SD e HFD, tiveram ganho de peso semelhante ao longo das 6
semanas se compararmos as diferentes dietas entre os mesmos tratamentos
(OVX,0VX/E2). Ademais, a remocao dos ovarios aumentou 0 ganho de peso nas ratas
dos dois grupos e a administracéo de estrégeno preveniu o ganho de peso, 0 que era
de se esperar dado o efeito de aumento do metabolismo basal do estrégeno?°. Porém,
as ratas alimentadas com HFD, de qualquer um dos grupos, tiveram maior
adiposidade do que seus pares SD, mesmo com massa corporal semelhante.
Diferentemente dos machos que tem um aumento significativo de massa e de tecido
adiposo’1!, as fémeas tem maior resisténcia ao aumento de massa,embora tenham
aumento de sua adiposidade também demonstrado em outros estudos?® .Um dos
mecanismos propostos € que as fémeas conseguem utilizar de forma mais intensa a
gordura para producéo de energia, ou seja, ndo é decorrente de uma menor ingestao
alimentar?®. Ainda, o indice uterino mostra a eficacia da ovariectomia bilateral, bem
como o efeito do estrogeno nas ratas ovariectomizadas.

Dados anteriores do nosso laboratério demonstraram que ratos alimentados
por 6 semanas com HFD apresentam aumento de peso e de adiposidade”!!. Foi
demonstrado que ratos alimentados 8 semanas com HFD contendo aproximadamente
60% de gordura tiveram reducdo do fluxo salivar estimulado por pilocarpina'? e as
glandulas salivares parétida e submandibular apresentaram vacuolos. Ademais,
pacientes obesos tem fluxo salivar mais baixo®.

Em ratos machos foi demonstrado que a alimentacdo com HFD contendo
aproximadamente 60% de gordura promoveu hiperglicemia, hiperinsulenemia,
resisténcia a insulina, e reducdo da secrec¢éo salivar induzida por pilocarpina e tiveram
reducdo do fluxo salivar estimulado por pilocarpina na dose de 5 mg/kg!?. Neste
mesmo estudo??, foi verificado a presenca de vacUolos nas parétidas e
submandibulares, indicando degeneracéo tecidual. Em humanos obesos de ambos os
sexos, sejam jovens ou adultos até os 50 anos, ha hipossalivacéo, que pode estar
relacionada, no caso de jovens, ao indice de massa corporal elevado?!?, enquanto em
adultos até 50 anos, a hiperglicemia, que é associada a obesidade!®. Outro estudo
que levou em consideracéo apenas mulheres na pré ou pés-menopausa, verificou que

as mulheres na pés-menopausa tinham hipossalivacédo®®.
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Nossa hipétese inicial era que com 6 semanas teriamos uma reducdo da
secrec¢do salivar, seja a basal ou a induzida por pilocarpina. Porém, com 6 semanas
0s ratos tiveram um aumento da secrec¢ao salivar para nossa surpresa. Nao sabemos
no momento porque houve essa diferenca na secrecao salivar em ratos. Mais estudos
s80 necessarios para sabermos os mecanismos envolvidos, tais como o estudo
histoldgico da presenca ou auséncia de vacuolos, como feito por Kolodziej et al.'? ou
0 estudo da temperatura corporal em ratos em diferentes tempos de alimentacao de
DH, seja em repouso ou induzido por pilocarpina, uma vez que ratos salivam mais a
medida que a temperatura corporal aumenta®.

Em camundongas alimentadas com HFD (60% de gordura) por 3 meses houve
autofagia na glandula bem como reducdo da inervacdo simpatica nas glandulas
salivares, as quais podem levar a uma disfuncao glandular, embora os autores néo
tenham verificado o fluxo salivar neste artigo® .Em nosso estudo, por outro lado,
verificamos que as ratas alimentadas com dieta SD e com ovariectomia (SD+0OVX)
apresentaram uma reducdo da secrec¢ao salivar induzida por pilocarpina, o qual foi
revertida pelo tratamento com estrogeno. Até 0 momento, este é o primeiro estudo a
evidenciar tais alteracdes em ratas, fortalecendo a conclusao de que a transicéo para
a menopausa e, consequentemente, a falta de estrégeno provocam mudancas na
secrecdo salivar. Em contrapartida, em ratas alimentadas com HFD houve uma
diminuicdo na secrecao salivar induzida por pilocarpina no grupo em gue ocorreu a
reposicao de estrogeno, quando comparado aquele em que foi feita a ovariectomia.
Apesar disso, ndo houve diferenga com o grupo SD.

Ratos alimentados 6 semanas com HFD tiveram ingestdo de agua induzida
pela pilocarpina de magnitude semelhante aos ratos SD. A pilocarpina administrada
perifericamente, mas atuando em receptores colinérgicos no sistema nervoso central,
induz ingestdo de agual’. E possivel que a manutenc¢io da HFD tenha causado uma
neuroinflamacéo que alterou a responsividade da pilocarpina nas vias neurais de
ingestdo de agua. Ja foi demonstrado que ratos alimentados 6 semanas com DH
apresentam neuroinflamacéo no bulbo’ e outros estudos mostram a neuroinflamacéo
no prosencéfalo?®, local onde o processamento da sede se inicia®>. Outros dados
mostram que as citocinas inflamatdérias podem ser inibitérias para a ingestao de agua?*
.Desta forma, em ratos alimentados 6 semanas com HFD podem ter uma balango
entre a ativagdo de vias excitatorias para a sede induzida pela pilocarpina,

contrarreguladas com mecanismos inibitorios das citocinas inflamatorias.
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Sabe-se que o estrogeno € inibitério para a ingestdo de agua®? e que durante
a obesidade ha uma reducéo da ingestdo diaria de agual! e ap6s a privacdo hidrica
de 24 horas®3, mas ndo pela injecdo intracerebroventricular de angiotensina I, um
potente peptideo dipsogénicoll.Observamos no presente projeto que existe uma
tendencia das ratas ovariectomizadas de ingerirem menos agua, independente se
alimentadas com dieta SD ou HFD. Mais experimentos deverdo ser feitos para
entendermos as alteracbes na ingestdo de agua induzida pela pilocarpina

intraperitoneal.
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7 CONCLUSAO

Os dados obtidos mostram que ratos alimentados 6 semanas com HFD tiveram
aumento na secrec¢ao salivar induzida por pilocarpina, enquanto as fémeas SD tém
reducdo da secrecao salivar em situacao fisiolégica semelhante a menopausa, o que
nao foi observado em ratas HFD.

Ratos alimentados 6 semanas com HFD tiveram a ingestado de agua induzida
por pilocarpina de magnitude semelhante aos ratos SD. Observamos que existe uma
tendencia das ratas ovariectomizadas de ingerirem menos agua, independente se

alimentadas com dieta SD ou HFD.
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