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RESUMO

Individuos obesos apresentam concentracdes alteradas de
diversos minerais essenciais para o metabolismo, tal como o
zinco, que atua em varias atividades cataliticas de diversas
enzimas, além de atuar no processo adipogénico. Por isso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a influéncia do
zinco nos processos de proliferagdo e diferenciagédo
celulares, e in vivo o metabolismo de carboidratos. Nos
ensaios in vitro, utilizou-se pré-adipdcitos para analise da
proliferacdo e diferenciacdo celular, na auséncia e na
presenca do zinco. In vivo, utilizou-se camundongos que
receberam dieta normolipidica (grupo controle), ou dieta
hiperlipidica (grupo obeso) por 3 meses. Apos este periodo,
0 grupo controle e o grupo obeso foram subdivididos para
receberem sobrecarga de carboidratos na presenga e auséncia
de zinco (grupo controle com zinco, grupo controle sem
zinco, grupo obeso com zinco e grupo obeso sem zinco).
Como resultados observou-se uma progressdo do ciclo
celular caracterizada pela fase S, bem como maior
diferenciacdo, apresentando um aumento no conteldo de
triacigliceréis intracelulares na presenca de 2 pg/mL e 4
pg/mL de zinco. In vivo, observou-se que na fase de
sobrecarga de carboidrato, ocorreu uma variagdo da massa
corpérea no 10° dia, entre 0 grupo 0S grupos com e sem
zinco do grupo controle e no 24° dia nos grupos com e sem
zinco do grupo obeso. A adiponectina foi inferior no grupo
controle sem zinco e a leptina foi superior, quando
comparado com 0 grupo controle com zinco. Diante do
exposto, conclui-se que o zinco promoveu 0 aumento da
proliferacdo e da diferenciacdo celular, bem como melhorou
os fatores relacionados ao metabolismo de carboidratos.

Palavras-chave: Obesidade. Adipogénese e zinco. Inducéo
de obesidade. Sobrecarga de carboidratos e zinco.



ABSTRACT

Obese individuals have altered concentrations of several
essential minerals for metabolism, such as zinc, which
operates in various catalytic activities of several enzymes,
besides acting in the adipogenic process. Therefore, the
objective of this study was to evaluate in vitro the influence
of zinc on proliferation and cell differentiation, and in vivo
metabolism of carbohydrates. In vitro testing was used for
the analysis pre-adipocyte proliferation and cell
differentiation in the absence and presence of zinc. In vivo,
we used mice that received normolipid diet (control group)
or high-fat diet (obese group) for 3 months. After this period,
the control group and the obese group were subdivided to
receive carbohydrate overload in the presence and absence of
zinc (control group with zinc, control group without zinc,
obese group with zinc and obese group without zinc). As a
result there was been a progression of the cell cycle
characterized by the S phase, and greater differentiation, an
increase the content of intracellular triglyceride in the
presence of zinc 2 pg/mL and 4 pg/mL zinc. In vivo, it was
found that the carbohydrate loading phase, there was a body
mass variation on the 10th day, between control group with
and without zinc and on the 24th day in the obese group with
and without zinc. Adiponectin was lower in the control
group without zinc and leptin was higher when compared to
the control group with zinc. Given the above, it is concluded
that zinc promoted the increased proliferation and cell
differentiation and improved the factors related to
carbohydrate metabolism.

Keywords: Obesity. Adipogenesis and zinc. Induction of
obesity. Carbohydrate overload and zinc.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é provavelmente o distirbio metabdlico
mais antigo, pois existem relatos em mudmias egipcias e
esculturas gregas, como a escultura Vénus de Wilendorf, do
periodo Paleolitico (20.000  até  30.000 aC)
(BLUMENKRANTZ, 1997 apud ERDMMAN,  2006;
CAMARGOS, 2009).

A séculos atrds, a populacdo sofreu com a escassez de
alimentos, doencas e um ambiente precario. Entdo, as
pessoas que tinham excesso de peso e depositos exagerados
de gordura, eram consideradas saudaveis e prosperas. Por
isso, a obesidade era considerada “perfil de beleza”. Com a
revolucdo industrial, o padrdo de vida se tornou cada vez
mais sedentario. Isso levou a um superavit calorico,
favorecendo assim, a obesidade, principalmente em
individuos predispostos geneticamente (Figura 1) (REPETTO,
RIZZOLLI & BONATTO, 2003).

Figura 1. Prevaléncia da obesidade no Mundo em ambos
0S SEXOS.

Predominio (%) Posicio por pais (predominio, %)

1 < 10.0 .
=31 10.0 — 19.9 |

[ 20.0 — 29.9 "

[ = 30.0 il

[ Nio aplicivel * r =
[ Niio hi dados —

Fonte: adapta(;éth)i de
http://gamapserver.who.int/gho/interactive_charts/ncd/risk_factors/
obesity/atlas.html
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Atualmente, o sobrepeso e a obesidade é conhecido
como uma das principais ameagas a salde da populacdo
mundial, tornando-se assim, um problema de saude publica.
(CABALLERO, 2007, KANTER & CABALLERO, 2012). De
1980 a 2008, a prevaléncia mundial de obesidade
praticamente duplicou. Em 2008 mais de 1 bilhdo de adultos
acima de 20 anos apresentaram sobrepeso, e destes 10% dos
homens e 14% das mulheres eram obesos. Segundo um
levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) em 2014, em todo o mundo, 2,8 milhGes de pessoas
morrem a cada ano em consequéncia de doencas associadas
ao sobrepeso ou obesidade. Essa doenca ndo afeta somente
0s paises desenvolvidos, mas também paises em
desenvolvimento, onde se estima que mais de 115 milhdes
de pessoas sofram de problemas relacionados com a
obesidade (WHO, 2014).

Em 2013 cerca de 42 milhGes de criancas pré-
escolares estavam acima do peso. Tal problema se tornou um
dos desafios mais graves de salde puablica do século 21, pois
criancas acima do peso tendem a se tornar adultos obesos, e
sdo mais propensas a desenvolver diabetes e doencas
cardiovasculares em uma idade mais jovem, que por sua vez
estdo associados a uma maior chance de morte prematura e
incapacidade (WHO, 2014).

No Brasil em 2014 52,5% de adultos apresentaram
sobrepeso, onde 56,5% sdo homens e 49,1% sdo mulheres. E
neste mesmo ano, 17,9% de adultos eram obesos, onde
17,6% séo homens e 18,2% sdo mulheres (VIGITEL, 2014).

O sobrepeso e a obesidade sdo definidos de acordo ao
indice de massa corporal (IMC), que ¢é a divisdo do peso,
medido em quilogramas, pela altura ao quadrado, medido em
metros. O sobrepeso ¢ diagnosticado quando o IMC for > 25
kg/m?, e a obesidade quando o IMC for > 30 kg/m? (WHO,
2015).

O sobrepeso e a obesidade sdo caracterizados pelo
acimulo anormal ou excessivo de gordura no tecido adiposo
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que prejudica a saude. S&o fundamentalmente causados pelo
desequilibrio energético entre as calorias consumidas e as
calorias gastas (WHO, 2015).

O aumento do IMC é um fator de risco para outras
doencas como, resisténcia a insulina, doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus do tipo Il e alguns tipos
de céncer (WHO, 2015). E também, os pacientes com
obesidade demonstram alteracdo na concentracdo plasmatica
de varios micronutrientes como o zinco (FEITOSA, LIMA,
MARREIRO, 2012; LEAO, SANTOS, 2012).

O zinco é um dos minerais de maior importancia para
0 metabolismo do organismo humano. E co-fator de mais de
300 metaloenzimas, esta envolvido na regulagdo endécrina,
producdo de citocinas, desenvolvimento do tecido
conjuntivo, 0ssos e dentes, no metabolismo de proteinas,
carboidratos e lipidios, na adipogénese, entre outras funcdes.
O mecanismo de acdo do zinco na adipogénese é semelhante
a acdo da insulina, que é estimular a atividade do receptor de
insulina tirosina cinase e estimula a translocacdo dos
transportadores de glicose GLUT4 para a membrana celular
para captar glicose (MAFRA, COZZOLINO, 2004; CRUZ E
SOARES, 2011; SOLOMONS, 2013). A deficiéncia deste
mineral pode acarretar na desregulacdo dos processos em
gue esta envolvido.

Para conhecer melhor a obesidade e 0s processos
alterados provocados por esta doenca, o processo de
adipogénese tem sido muito estudado por pesquisadores por
meio de ensaios in vitro onde utilizam pré-adipdcitos
provenientes de embrides murinos modelo fiel para
caracterizar este processo, e experimentos in vivo com
modelos animais de obesidade, onde a dieta tem uma papel
fundamental para inducdo de obesidade em modelos
(SOUZA, 1999; FONSECA-ALANIZ et al., 2007; QUEIROZ et
al., 2009; CAMPOS, 2009; WHITE et al., 2013; SANTOS, 2013)

Essas diferentes complicacBes clinicas apresentadas
pelos pacientes obesos, entre estas a deficiéncia de zinco,
visto que este mineral tem uma importancia critica no
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metabolismo, nos leva a pesquisar o papel do zinco na
adipogénese e 0 que ocorre neste processo na deficiéncia de
zinco.



31

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo (TA) é um 6rgdo endocrino que
desempenha multifungbes fisiolégicas importantes. E
composto por adipécitos, pré-adipécitos, matriz extracelular,
macréfagos, células T, fibroblastos, vasos sanguineos e
capilares (Figura 2) (SANTOS & TORRENT, 2010; OUCHIN,
2011).

Figura 2. Tecido adiposo com seus constituintes.

< ON -QQ:JL\ <——Matrix extracelular
=N X7 Y

)

i/, 2 \Q A .'*Adinécito Limen do
5 y @ ! o vaso
CélulaT ‘I | 1 B aprar sanguineo
OF 10|
s 1@
4 OF 40
1F
x 3|0
Macrofago ‘\‘ __ NS . 1 0 o'
P g< OXL W H =
€O oSO
I ' Vaso e ko OJ
Fibroblasto sanguineo Células do

masculo liso Célula
vascular endotelial

Fonte: Adaptada de Ouchin, N. etal., 2011

Nos mamiferos existem dois tipos distintos de TA, o
tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo branco
(TAB). O TAM tem a func¢éo de produzir calor e regular a
temperatura corporal. Encontra-se principalmente em recém-
nascidos, em torno do ombro com elevada atividade
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metabdlica. Nos adultos é encontrado em pequenas
quantidades, préximo ao pescoco e na parte superior do
torax, apresentando-se metabolicamente ativo (FONSECA.-
ALANIZ et al., 2007; FARMER, 2009; MOSRTI, REGASSA &
KIM, 2016). Por outro lado, o TAB abrange a regido
subcutanea e visceral. E responséavel por armazenar lipideos
em situagdo de alta disponibilidade de nutrientes, preservar a
temperatura  corporal, pelas  fungdes  enddcrinas
caracterizadas pela producdo e secre¢do de horménios. Os
seus adipécitos armazenam os triacilglicer6is em forma de
gota grande e Unica, deslocando o nucleo para a regido
periférica (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

O TAB também pode ser denominado conforme a sua
localizacdo, como subcutaneo ou visceral. O subcutaneo é
aquele que compreende os depodsitos de gordura situados
abaixo da pele, nas regides abdominal, glitea e femural. O
visceral compreende o dep6sito de gorduro encontrado
proximo ou junto ao interior dos Orgdos da cavidade
abdominal (SANTOS & TORRENT, 2010).

Adipogénese é o processo de diferenciacdo de pré-
adipdcitos em adipd6citos maduros ricos em triacilglicerois,
altamente controlados (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Os
pré-adipdcitos sdo derivadas de células-tronco pluripotentes
que dao origem a células precursoras mesenquimais com
capacidade de se diferenciar em varias células como,
mioblastos, condroblastos, osteoblastos e adipocitos.
Mediante os eventos moleculares especificos, as células
precursoras mesenquimais se diferenciam em pré-adipdcitos
que na presenca de fatores de transcricdo adipogénicas
(PPARY, a proteina lc ligadora do elemento regulado por
esteroide (SREBP-1c) e as C/EBP) se diferenciam em
adipdcitos (GREGOIRE, SMAS & SUL, 1998; FARMER, 2006).

Os adipdcitos sdo células maduras do TA (principais
constituintes), que se caracterizam por serem as unicas
células adaptadas para armazenar lipideos e metaboliza-los
sem comprometer a sua integridade funcional, além de serem
capazes de sintetizar Triacilglicerol e oxidar acidos graxos
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para obtencdo de energia (WAJCHENBERG, 2000). Os
adipdcitos apresentam propriedades semelhantes as células
do sistema imune, pois produzem mediadores pro-
inflamatérios, anti-inflamatérios e ativam o sistema
complemento. Além disso, assim como os macrofagos, os
pré-adipdcitos  desempenham  funcdes de fagocitose
(SANTOS & TORRENT, 2010). Esses mediadores sdo
chamados de adipocinas, que sdo capazes de atuar sobre
diversos processos fisiologicos e fisiopatol6gicos, que
podem ser reguladas por estimulos inflamatérios e mediante
condicdes de hipertrofia e/ou hiperplasia destas células. Tais
alteragdes sdo encontradas em quadros de obesidade e
sindrome metabdlica (SANTOS & TORRENT, 2010). Essas
adipocinas desempenham fungdes autocrinas, paracrinas ou
enddcrinas, interferindo assim, no metabolismo de lipideos e
glicose e contribuindo para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e processos inflamatérios (BASTARD et aal.,
2006; GUIMARAES et al., 2007). E as principais séo:

* Leptina

E a primeira adipocina a ser identificada. E o produto
do gene ob, possui 167 aminoacidos, e com peso molecular
de 16-kDa. Est4d envolvido na regulacdo da ingestdo
alimentar, do gasto energético, de fungbes neuroenddcrinas e
de processos imunes. E produzida exclusivamente pelo
tecido adiposo, especificamente pelos adipdcitos maduros.
Apresenta propriedades pro ou anti-inflamatérias (BASTARD
et al, 2006; WAJCHENBERG et al., 2009; SANTOS &
TORRENT, 2010).

+ Fator de Necrose Tumoral — a (TNF-a)

E uma citocina pré-inflamatoria € produzido
principalmente por macrofagos e linfocitos. E produzido
também pelo TA, porém, esta producdo é fraca em humanos.
Estd envolvida em processos de inflamacdo, apoptose,
citotoxidade, inibicdo da lipogénese, ativacdo da lipolise e
producdo de outras citocinas como as interleucinas-1 e 6
(SETHI & HOTAMISLIGIL, 1999; FONSECA-ALANIZ et al.,
2007).
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* Interleucina-6 (IL-6)

E uma citocina pré-inflamatéria produzida por células
(mondcitos, fibroblastos, endoteliais, macréfagos) e tecidos,
como o TA. Exerce acdes sobre vérias células e tecidos.
Induz a producdo de proteina C reativa (PCR) pelos
hepatdcitos, reduz a atividade da lipase lipoproteica, ativa
células do sistema imune e apresenta grande correlagcdo com
complicagbes cardiovasculares (WAJCHENBERG, 2000;
BASTARD et al., 2006).

* Resistina

Também chamada de FIZZ 3, é uma proteina que
pertence a familia de proteinas RELM (Resistin-like
Molecules). E secretada por adipdcitos em roedores e por
mondacitos, macrdofagos, baco e adipdcitos em humanos. A
sua secrecdo é estimulada por alguns fatores tais como
processos inflamatorios, uso de glicocorticoides, endotoxinas
e lipopolissacarideos. Sua secrecdo estimula a produgdo de
citocinas pro-inflamatérias e a expressdo de moléculas de
adesdo (SANTOS & TORRENT, 2010).

» Adiponectina

E produzida exclusivamente pelo tecido adiposo. E
também conhecida como ACRP30 ou adipoQ em
camundongos e GBP28 ou APM1 em humanos. Tem
fungdes anti-inflamatorias e anti-aterogénicas (BASTARD et
al., 2006; ROSA et al., 2013).

Os adipdcitos também secretam quimiocinas como a
proteina quimioatraente para Mondcitos do tipo 1 (MCP-1),
que favorece a migracdo de macrdéfagos para o TA. Na
obesidade estas adipocinas se encontram alteradas dando
origem a outras doencas. Por isso, que muitos autores citam
a obesidade como fator de risco de varias outras doencas
(COUSIN et al., 1999 apud BULLO et al., 2006; BASTARD et al.,
2006).
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2.2 OBESIDADE

O desenvolvimento da obesidade é caracterizado pelo
aumento no numero de células do tecido adiposo
(hiperplasia) e acimulo de lipideos intracelulares
(hipertrofia), resultado da proliferacdo e diferenciagédo
celular. Estes processos sdo regulados por fatores
enddcrinos, genéticos, metabolicos, neuroldgicos,
farmacoldgicos, ambientais e nutricionais (WHO, 2014).

A obesidade ¢ classificada baseando-se no Indice de
Massa Corporal (IMC) e no risco de mortalidade associada.
Um paciente é considerado obeso quando apresenta um IMC
> 30 kg/m?. E classificada em grau I, II e III, quando o IMC
se encontra entre 30 e 34,9 kg/m?; entre 35 e 39,9 kg/m2 e,
ultrapassa 40 kg/mz, respectivamente (WHO, 2014).

Por decorréncia da hiperplasia e da hipertrofia do
tecido adiposo, 0 paciente obeso apresenta um estado
inflamatdrio neste tecido diferente da inflamacéo classica. A
inflamacéo classica consiste em vermelhidao, inchago, calor
e dor no local da inflamacédo, além de ser uniforme associada
ao aumento da taxa do metabolismo basal e a resposta rapida
do sistema imune, a inflamacéo em obesos é uma inflamacéo
crénica (GREGOR & HOTAMISGIL, 2011). Esta inflamacgdo
revela um aumento das adipocinas TNF-a, IL-6, leptina e
resistina; e diminuicdo da adiponectina. Essa inflamacéao é
um fator de risco para varias doengas, tais como, hipertensdo
arterial, diabetes tipo Il, doencas cardiovasculares e alguns
tipos de céncer, que sdo chamadas de comorbidades
associadas a obesidade. Neste contexto, o elo entre a
obesidade e as comorbidades é a inflamacdo do tecido
adiposo (BASTARD et al., 2006; GREGOR & HOTAMISGIL,
2011; WHO, 2014).

O tratamento da obesidade se baseia em abordagem
nutricional, uso de medicamentos antiobesidade, praticas de
atividade fisica, e cirurgia bariatrica (usada somente quando
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0 paciente ndo mostra uma melhora no quadro clinico-
nutricional) (FANDINO et al., 2004; WHO, 2014).

2.3 ZINCO

O zinco é um mineral essencial para a nutricdo dos
seres vivos (plantas, animais e seres humanos). Encontra-se
amplamente distribuido em todo o corpo humano (2 a 3 g)
sendo que cerca de 90% desse mineral esta concentrado nos
musculos e 0ssos (WASTNEY et al., 1986 apud PLUM, RINK &
HAASE, 2010).

Os produtos de origem animal geralmente sdo as
melhores fontes alimentares de zinco, com relagdo ao
conteldo protéico e biodisponibilidade. No entanto, os de
origem vegetal podem interagir com este mineral e interferir
na absor¢do, pois pode ocorrer interacdo quimica com outras
substancias, tais como, fitatos, fibras e oxalatos. (DOMENE et
al., 2008 apud CRUZ & SOARES, 2011). A biodisponibilidade
também é afetada na circulagdo sanguinea, pois pode haver
competicdo do zinco com o0s minerais cobre e ferro,
dependendo da quantidade desses elementos (PEREIRA &
HESSEL, 2009 apud CRUZ & SOARES, 2011).

O consumo de zinco recomendado para mulheres
sadias é de 8 mg/dia, enquanto que para homens é de 11
mg/dia. Na gestacdo, inféncia, puberdade e senilidade
aumenta-se a necessidades deste mineral (DRI, 2001;
HAMBIDGE et al., 2008).

A maior parte do zinco é absorvida no jejuno, e apos
ser absorvido, o mineral é liberado pela célula intestinal,
passa para 0s capilares mesentéricos e é transportado no
sangue portal, sendo captado pelo figado e distribuido para
0s outros tecidos (LEE et al, 1989 apud MAFRA &
COZZOLINO, 2004).

Dentro da célula 0 50% do zinco se encontro no
citosol, de 30 - 40% estd no nulcleo e o restante estd
associada a membrana. A sua homeostase celular é regulada
por duas familias de proteinas: a familia importador de zinco
(ZIP ou SLC39A) contém 14 proteinas, que transportam o
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zinco de vesiculas intracelulares e do meio extracelular para
0 meio citoplasmético; e a familia transportador de zinco
(ZnT ou SLC30A), cuja os membros sdao enumerados de
ZnT-1 a ZnT-10, que transporta o0 zinco de uma organela
para outra e do meio citoplasmatico para o meio extracelular
(LICHTEN & COUSINS, 2009 apud de PLUM, RINK & HOOSE,
2010; FEITOSA et al., 2012; SOLOMONS, 2013).

O zinco é componente essencial de mais de 300 tipos
diferentes de enzimas de diversas espécies vivas. Essas
enzimas necessitam da coordenacdo de um ou mais atomos
de zinco, classificando-os como fator catalitico onde
pressupde que participa diretamente da catalise enzimatica e
a sua remocédo conduz a inativacdo da enzima; co-catalitico
onde pode aumentar ou diminuir a catalise, associando-se a
outro atomo de zinco ou outro metal no local ativo da
enzima e a sua remocdo ndo leva a perda da atividade ou
estabilidade; ou estrutural, onde sdo necessarios apenas a
manutencdo da estabilidade da conformagdo das proteinas,
uma vez que contribuem para a estabilizacdo da estrutura
guaternaria de holoenzimas oligométricas (HENRIQUES et
al., 2003 apud DELGADINHO, 2014).

O zinco participa de varios processos celulares ou
eventos de desenvolvimentos, como por exemplo, na
ativacdo de monacitos, no controle da proliferagdo celular e
neoplasia, no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas, 4&cidos nucleicos, embriogénese e apoptose.
Apesar das baixas concentracdes de zinco na maioria dos
orgdos, as metaloenzimas sdo comuns em todos os tecidos
corporais e exercem papeis essenciais em VArios processos
fisiol6gicos. (SOLOMONS, 2013). Pode-se também destacar a
funcdo deste mineral na adipogénese, pois segundo Marreiro
e colaboradores (2004), o zinco estimula os receptores de
insulina tirosina cinase, aumentando a translocagdo dos
transportadores de glicose do tipo GLUT4 para a membrana
celular e consequentemente, a entrada de glicose nos
adipdcitos (Figura 3) (MARREIRO et al, 2004; LEAO E
SANTOS, 2012).
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Figura 3. Receptor de insulina e translocagao da vesicula
de transportadores de glicose (GLUT 4)
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Fonte: Adaptacdo de Henriksen; Diamond-Stanic; Marchionne,
2010

Muitos fatores podem levar a deficiéncia de zinco,
porém, 0 Seu excesso também é prejudicial, estando
associada a supressdo da resposta imune, diminuicdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL) e a reducdo das
concentracBes de cobre no plasma (Figura x) (PLUM, RINK
& HAASE, 2010).

Em um estudo in vivo realizado por Ishikawa e
colaboradores (2008), citado por Cruz e Soares (2011) o
baixo consumo de zinco causou uma redugdo acentuada na
taxa de crescimento corporal, juntamente com um declinio
consideravel na concentracdo plasmatica de zinco (inferior a
60%), em comparagdo com a dieta controle. Em outro
estudo, de Ebrahimi, Pormahmodi e Kamkar (2006), citado
também por Cruz e soares (2010), avaliaram durante 7 meses
o efeito da suplementacdo diéria de zinco no crescimento de
alunos de 8 a 11 anos de idade no sul do Iran, e verificaram
um aumento no peso de 1,056 Kg e na altura de 1,606 cm
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entre 0s que receberam zinco, confirmando a influéncia do
zinco no crescimento (ISHIKAWA et al., 2008 apud CRUZ &
SOARES, 2011; EBRAHIMI, PORMAHMODI & KAMKAR,
2006 apud CRUZ &SOARES, 2011).

Ha relatos de que o zinco estd envolvido no
metabolismo da vitamina A, pois 0 zinco € requerido para a
sintese hepatica e secrecdo da proteina RBP (Retinol Binding
Protein) que € responsavel pelo transporte desta vitamina.
Ela estd envolvida em funcBes importantes como no
processo visual, manutencdo da pele, resisténcia as
infeccBes, crescimento, desenvolvimento 6sseo, reproducéo
e secregdo noturna de GH (hormdnio do crescimento).
Portanto, no caso de deficiéncia de zinco, ha uma reducgdo na
producdo de RBP, resultando em caréncia secundaria da
Vitamina A, podendo levar a uma leséo de forma irreversivel
na cérnea e consequentemente a cegueira (SILVA et al, 2007).

A influéncia do zinco na prevencdo do diabetes
mellitus, também foi investigada em estudo feito por Tobia e
colaboradores  (1998), onde constataram que a
suplementacdo de 1000 ppm de zinco em ratos BB Wister
propensos a desenvolver diabetes, foi efetiva na prevencgéo
do inicio doenca, resultando em uma menor incidéncia de
diabetes, se comparados aos animais que ndo foram
suplementados ou com os que receberam apenas 50 ppm de
zinco. Este estudo in vitro demonstra que a insulina pode se
ligar ao zinco, melhorando a solubilidade deste horménio
nas células beta do pancreas e pode ainda aumentar a
capacidade de ligacdo da insulina ao seu receptor (SENA &
PEDROSA, 2005).

Outros estudos evidenciaram a participacdo do zinco
estimulando a atividade do receptor de insulina tirosina
cinase, que, posteriormente, por meio do estimulo pos-
receptor, parece aumentar a translocacdo dos transportadores
de glicose dos seus sitios intracelulares para a membrana
plasmatica (MARREIRO et al., 2004).

Trabalhos realizados por outros autores demonstraram
gue animais e pacientes obesos apresentavam concentragdes
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alteradas de varios micronutrientes, dentre eles, o zinco
(FEITOSA, LIMA & MARREIRO, 2012; LEAO & SANTOS,
2012). Tais como mostra o trabalho realizado por Kennedy e
Failla (1987), onde verificaram que a concentracdo de zinco,
em camundongos obesos, estava alterada, e quando
suplementados houve uma melhora na resposta imunoldgica.
No estudo de Liu et al. (2013), verificou que a deficiéncia de
zinco em camundongos que consumiram dieta rica em
gordura, aumentou a concentragdo circulante de leptina e
infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo visceral.
Portanto, existe uma relacdo entre a obesidade e as
concentragBes de zinco (KENNEDY & FAILLA, 1987; LIU et
al., 2013).

Baixas concentracdes séricas de zinco levam ao
aumento das concentragdes lipidicas plasmatica. Tal quadro
clinico ocorre mais frequentemente em pacientes diabéticos
metabolicamente descontrolados. Essas alteracfes lipidicas
sdo fatores fundamentais para o surgimento de complicagdes
microvasculares que levam a morte. No México, pacientes
com Diabetes Mellitus tipos 2, que apresentavam
concentragcbes de zinco inferior & média de referéncia,
receberam um tratamento de 100 mg de sulfato de zinco, e
apresentaram alteracdes no perfil lipidico ap6s 12 semanas
de tratamento, em comparacdo com o grupo placebo. O
tratamento reduziu significativamente as concentracdes de
colesterol total e triacilglicerol e aumentaram as
concentracOes de zinco e HDL-colesterol no sangue. Assim,
usando esse tratamento, pode levar a redugdo de risco
cardiovascular em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2
(PARTINA-HERNANDEZ et al., 2006 apud CRUZ & SOARES,
2011).

Em virtude das complica¢des que os pacientes obesos
apresentam, o entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares relacionados a obesidade, bem como o
conhecimento sobre o papel do zinco nesta doenga tornam-se
relevantes para prevengdo de tais complicacBes associadas
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com o0 excesso de peso corporal, melhorando assim, a
qualidade de vida desses pacientes.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do zinco na adipogénese e na
possivel reversdo da obesidade por meio de aspectos
relacionados a deficiéncia de zinco.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro a proliferacdo e a diferenciacdo de
pré-adipdcitos na auséncia e na presenca de zinco;

e Validar, in vivo, um modelo experimental de
obesidade por consumo de dieta hiperlipidica;

e Avaliar in vivo, a possivel reversdo da obesidade,
das alteracBes metabdlicas na presenca de sobrecarga de
carboidratos mediante os aspectos relacionados a deficiéncia
de zinco.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

O meio de cultura Dulbecco’s ModifiedEagle’s
(DMEM), o soro fetal bovino (SFB), o calfserum (CS), a
penicilina e a estreptomicina foram adquiridos da Gibco®
(Grand Island, NY, EUA); o dimetil sulféxido (DMSO) e o
alcool etilico foram adquiridos da Nuclear; o &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), o cloreto de potassio
(KCI) e o bicarbotato de sédio (NaHCO3) foram adquiridos
da Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil); o etanol, o metanol,
sulfato de zinco (ZnSO4) e o A&lcool isopropilico foram
adquiridos da Merck (Darmatadt, Alemanha); o hidréxido de
sodio (NaOH) foi adquirido da Vetek (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); a tripsina foi adquirida da Cultilab; o Trypan Blue, 0
triton-X 100, o iodeto de propideo (PI), a albumina bovina
(BSA), 0 acido  N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-
etanosulfénico] (HEPES), o oilred O, insulina (INS),
dexametasona (DEX), a isobutilmetilxantina (IBMX), e a
resina Chelex® 100 foram adquiridos da Sigma® (St. Louis,
MO, USA); o kit de determinacgdo de zinco foi adquirido da
Randox (Keamevsville, WV, USA); a Caseina, Bicarbonato
de colina, Mix de vitaminas e o Mix de minerais foram
adiquiridos da Rhoster (Aracoiaba da Serra, SP, Brasil); a
carboximetilcelulose (CMC) foi adiquirida da Labsynth
(Diadema, SP, Brasil); o 6leo de milho e éleo de girassol séo
da marca Suavit; a sacarose é aclcar da marca Unido; o
amido de milho da marca Maisena.

4.2 CULTURA CELULAR

Foram utilizados pré-adipécitos da linhagem 3T3-L1
de origem murina, que foram gentilmente cedidas pela
Professora Ana Campa, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP — S&o Paulo. Para a cultura, as células
foram mantidas em garrafas plésticas especificas contendo
meio DMEM, suplementado com 10% de CS ou 10% de
SFB (de acordo com cada experimento), 100U/ml de
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penicilina, 100ug/ ml de estreptomicina, 10 mM de HEPES,
pH 7.4, em estufa umidificada, a 37°C com 5% CO2. Para
realizar os experimentos, o nimero de células viaveis foi
avaliado pelo método de exclusdo por Azul de Tripan, em
que células ndo vidveis possuem comprometimento de
membrana e coram-se de azul devido a incorporacdo do
corante (FRESHNEY, 1987). A contagem foi realizada em
camara de Neubauer. O nimero de células e tempo de
incubacdo foram adaptados para cada tipo de ensaio.

4.3 TRATAMENTO CELULAR

O zinco foi dissolvido em agua Mili-Q na
concentracdo de 1mg/mL, armazenado em aliquotas a 4°C. O
tratamento foi realizado ap6s a adesdo das células nas placas
de 24 pocos. Depois das células aderirem, foram tratadas da
seguinte forma:

e Células controle, onde foram utilizadas células sem
tratamento (somente com meio suplementado);

o Células com privacéo de zinco;

e Células tratadas com concentracdes crescentes de
zinco (1pug/mL, 2pg/mL e 4pg/mL).

431 REMOCAO DO ZINCO NO SORO DE
CULTURA CELULAR

O Chelex® 100 é uma resina que sequestra metais, no
quais tem afinidade em meios liquidos. Ele tem afinidade
com metais mono e divalentes. Cinco gramas de resina
foram adicionados em 100 mL de soro CS ou SFB, de
acordo com o experimento. A mistura foi mantida a -4°C,
sob agitagdo, pord horas. Depois deste periodo, a mistura foi
centrifugada por 10 minutos a 1000g, e foi separado o soro
da resina. Por fim, foi realizada a determinacéo de zinco.
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43.2 DETERMINACAO COLORIMETRICA
DE ZINCO

Para confirmar confirma a remocdo do zinco no soro
CS e SFB, foi feito a determinacdo colorimétrica de zinco,
que se baseia.

Primeiro foi feita a desproteinizacdo, onde 500uL do
reagente desproteinizante foi adicionado em 500uL da
amostra e foi centrifugada por 10 minutos em 12.000g. Ap6s
a centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido. Entdo, foi
misturado 200uL do sobrenadante com 1000uL do reagente
de coloragdo, incubado por 5 minutos a 25° C. E
posteriormente, foi feita a leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro a  540mm. Os resultados foram
comparados com os resultados do soro controle (SC).

4.4 VIABILIDADE CELULAR - ENSAIO
COM AZUL DE TRIPAN

Este ensaio é um método de contagem celular para
determinar a proliferacdo celular.

Foram plaqueadas 2,5x10° células por poco em placa
de 24 pocos em meio DMEM com 10% de CS. Ap6s adesdo
das células, realizou-se o tratamento de acordo como item
4.3. Ap6s 24 horas de tratamento, as células foram
desplendidas da placa com tripsina e avaliadas pelo método
de exclusdo por azul de tripan com a contagem celular
realizada em cdmara de Neubauer. O nimero de células das
amostras tratadas foi comparado ao nimero de células das
amostras do controle.

4.5 ANALISE DO CICLO CELULAR

A analise do ciclo celular permite avaliar o contetdo
do DNA de cada célula, podendo ser utilizado para estimar a
distribuicdo e regulagdo celular em cada fase do ciclo
(TAVARES; TAVARES, 2009). Para esta analise, foi utilizado
iodeto de propideo, que é um fluorocromo que se intercala
com o DNA e que pode ser quantificado por citometria de
fluxo seguindo o método descrito por Yang et al. (2007). As
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células (5x10°/mL) foram plaqueadas em placas de 24 pocos,
em meio DMEM com 10% CS e incubadas por 24 horas para
adesdo das células. Depois deste periodo, as células foram
tratadas de acordo com o item 4.3 e incubadas novamente
por 24 horas. Ap6s o periodo de tratamento, 0 meio de
cultura foi reservado. As células foram desprendidas da
placa, e com 0 meio de cultura reservado, foram transferidas
para tubos tipo eppendorfs e centrifugadas a 300g por 10
minutos, a 25°C. O sobrenadante foi desprezado e as células
foram lavadas duas vezes com PBS. Foi adicionado etanol
70% gelado e as amostras foram incubadas a -4°C por 30
minutos, para fixacdo das células. Adicionou-se PBS
contendo BSA 2% para inibir ligacfes inespecificas com o
iodeto de propideo, seguido de centrifugacdo a 300g por 10
minutos a 25°C. Descartado o sobrenadante, adicionou-se
uma solugdo contendo RNAse (100pg/mL) e 0,1% de
Triton-x-100 em PBS com posterior homogeneizacdo e
transferéncia para tubos especificos de citometria de fluxo,
gue foram mantidos em gelo até o momento de leitura no
equipamento. No momento da analise, as células foram
marcadas com iodeto de propideo (1mg/mL). A analise do
DNA foi realizada por meio de um citdmetro de fluxo
(FACS CANTO II, BD Biosciences) e a populacdo de
células que corresponde a cada fase do ciclo celular foi
determinada utilizando o programa adequado (Flowing
Software 2). A analise estatistica dos dados foi realizada com
a utilizacdo do programa GraphPadPrism 5 (GPW6-242831-
RBMZ-03274).

4.6 COLORACAO COM LARANJA DE
ACRIDINA E BROMETO DE ETIDIO

Para a observacdo de possiveis alteracbes
morfologicas, as células da linhagem 3T3-L1 foram
incubadas com DMEM suplementado com 10% CS em placa
de 24 pogos. Apds 24h, as células foram tratadas com
DMEM suplementado com 10% de CS, conforme item 4.3.
Depois deste periodo, as células incubadas foram expostas a



47

uma solugdo contendo os corantes laranja de acridina (3,6-
dimetilaminoacridina — 1,2 pg/mL) e brometo de etidio
(brometo de 3,8-diamino-5-ethil-6-phenilfenantridinio — 4
pg/mL). Em seguida, as células foram observadas em
microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse TS100). As
células vidveis coram-se em verde e células necrdticas
coram-se em vermelho.

4.7 DIFERENCIA(;AO CELULAR DA
LINHAGEM 3T3-L1

O processo de diferenciacdo é desencadeado por meio
de um coquetel estimulante constituido de insulina (ativa
receptores de IGF-1), dexametasona (ativa receptores de
glicocorticoides) e isobutilmetilxantina (inibidor de cAMP
fosfodiesterase), que compreende estagios precisamente
controlados como a parada do ciclo celular, a divisdo e a
diferenciacdo celular (FARMER, 2006; FILIPPIN-MONTEIRO,
2010; TANG & LANE, 2012). Para a diferenciacdo em
adipdcitos, as células 3T3-L1 (1x10%/pogo) foram incubadas
com meio de cultura DMEM suplementado com 10% de CS
em placa de 24 pocos. Apds a confluéncia as células foram
estimuladas para a diferenciagdo mediante a adicdo de um
meio de diferenciacdo (MDI) composto por 500uM de
IBMX, 1pyM de DEX e 1,67uM de INS em DMEM
suplementado com 10% de SFB. Ap6s 72 h, o meio foi
trocado para DMEM contendo somente 10% de SFB e
1,67uM de INS e trocado a cada dois dias, por 8 dias.

4.8 COLORACAO COM OIL RED O

Apo6s o periodo de diferenciacdo, as células foram
lavadas com tampéo de PBS (pH 7,4 a 37° C) e fixadas com
formalina (10% de formaldeido e 90% de PBS) por 15
minutos a temperatura ambiente. Apés este periodo, as
células foram lavadas com agua destilada por quatro vezes e
coradas com Oil Red O (5mg/ml em isopropanol: agua, 2:1),
um corante especifico para triacilglicerdis intracelulares, por
30 minutos. Apos este periodo as células foram lavadas com
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agua e analisadas no microscopio de luz invertido. Apds a
andlise microscopica, o conteldo de corante intracelular foi
dissolvido em metanol e submetido & leitura em
espectrofotdmetro a 490 nm.

49 ENSAIO IN VIVO

Para se realizar um experimento in vivo, deve-se
analisar o melhor modelo animal para o que se deseja
pesquisar, 0 ambiente do biotério onde os animais ficaram
durante a pesquisa e o tipo de ra¢do adequada para esta
pesquisa (NEVES et al., 2013).

Os modelos de inducdo da obesidade mais usados na
pesquisa, para melhor entendimento da fisiopatologia da
obesidade, sdo os ratos e os camundongos. Sendo que, 0s
camundongos que demonstram melhor a génese da
obesidade quando ingerem uma dieta hiperlipidica ou
hipercaldrica, da linhagem isogénica, sdo os C57BL/6
(obtido do cruzamento de animais consanguineos criando
assim, uma populacdo estavel e geneticamente homogénea);
e os da linhagem heterogéneos, sdo os Swiss (obtidos do
cruzamento ao acaso criando assim, uma populagdo com
uma variabilidade genética) (NEVES et al., 2013; FERREIRA,
HACHMAN & BARBOSA, 2005).

O ambiente do biotério adequado para o0s
camundongos deve ter uma temperatura de 22 — 24 + 2°C,
umidade relativa (UR) do ar em 50 + 10% e ter um ciclo de
iluminagdo de 12 h de claro por 12 h de escuro. Devem estar
em gaiolas individuais ou coletivas de polisulfona, medindo
30 cm x 20 cm x 13 cm, com grade aramada em aco
inoxidavel com comedouro e encaixe para o bebedouro
(NEVES et al., 2013).

A escolha da ragdo adequada é muito importante, pois
da condicdes de atingir o potencial genético, de crescimento,
reproducédo, longevidade e resposta a estimulos. Deve o0s
seguintes componentes essenciais (REEVES et al., 1993).

Proteinas: E o principal componente da racdo. A
caseina ¢ uma boa fonte de proteina porque a sua
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composicdo em aminoacidos € razoavelmente adequada, que
é prontalmente disponivel, e 0 custo é baixo em relacdo a
outras fontes (REEVES et al., 1993; REEVES, 1997).

Carboidratos: E a melhor e mais econdmica fonte de
energia. As suas fontes mais usadas sdo o amido de milho e
a sacarose. Pois, 90 a 94% da composicdo do amido de
milho dextrinizado contém tetrassacarideos, e a sacarose
serve como meio de dispersdo para as vitaminas e minerais,
e também fornece a dogura e melhora o paladar (REEVES et
al., 1993; REEVES, 1997).

Fibras: Proporciona volume na racdo e permite uma
distribuicdo homogénea dos nutrientes no aparelho digestivo.
A principal fonte de fibra é a celulose (REEVES et al., 1993;
REEVES, 1997).

Lipideos: S8o energéticos concentrados e servem de
veiculo para as vitaminas lipossolGveis. E indispensavel na
dieta o acido linoléico (18: 2 (n-6)) e o acido linolénico (18:
3 (n-3)). Principais fontes sdo 0 6leo de soja e o 6leo de
milho. Porém, o 6leo de milho ndo é capas de suprir as
necessidades de A&cido linolénico (REEVES et al., 1993;
REEVES, 1997).

Minerais: S&o nutrientes essenciais que tém a funcdes
construtora e reguladora. Os principais séo: calcio, fosforo,
sodio, potassio, cloro, ferro, cobre, manganés, iodo, zinco e
cobalto (REEVES et al., 1993; REEVES, 1997).

Vitaminas: Necessarias para os processos fisiologicos.
Os animais de laboratdrio apresentam uma elevada exigéncia
diaria de vitaminas. As principais sdo: Vitaminas A, D, E, K,
complexo vitaminico B e vitamina C (REEVES et al., 1993;
REEVES, 1997).

O padrdo de valor nutricional da dieta estabelecida
pelo Instituto Americano de Nutrigdo — 93 (AIN-93), € a
reformulacdo do AIN-76, e foi estabelecida a dieta para
crescimento, gestacdo e lactacdo (AIN-93G) e a dieta para
manutencdo de animais adultos (AIN-93M) (Tabela 1 e 2)
(REEVES et al., 1993; REEVES, 1997).
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Tabela 1: Necessidades nutricionais para roedores. Instituto
Americano de Nutricdo (AIN-93)

Nutrientes Crescimento  Manutencio
(AIN-93G) (AIN-93M)
Energa Total (kealkg) 3776 3601
Proteina bruta (%) 193 14
Fibra (%) 47 47
Caleio (%) 0.3 03
Fosforo (%) 0.3 0.3
Lipideos (%) 17 10

Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993)



51

Tabela 2: Formulacéo da dieta AIN-93G para crescimento
e da dieta AIN-93M para mantimento de roedores adultos.

Ingredientes AIN-93G AIN-93M
(g/kgdadieta)  (g/kgda dieta)

Amido demilho 397 486 465,692
Amido dextrinizado 132,000 155,000
Caseina 200,000 140,000
Sacarose 100,000 100,000
Oleode soja 70,000 40,000
Fibra 50,000 50,000
Mistura vitaminica 35,000 35,000
Mistura mineral 10,000 10,000
Bitartarato de colina 2,500 2,500
L-cistina 3,000 1,800
Ter-butilhidroquinona 0,014 0,008

Fonte: Adaptado de Reeves et al. (1993)

Neste trabalho, realizou-se um experimento piloto
para avaliar 0 modelo de obesidade e o tipo de dieta para a
inducdo da obesidade. Onde utilizou-se 9 camundongos
Swiss, fémeas, com 5 semanas de idade, obtidos no Biotério
Central da UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas com aramado em ago inox livre de zinco, em
ambiente com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura
controlada (22 £ 2°C).

Os animais foram divididos em dois grupos: o grupo
controle (GC, n = 4) que consumiu uma dieta normolipidica,
e 0 grupo obeso (GO, n = 5) que consumiu uma dieta
hiperlipidica. O experimento decorreu durante 1 més, e
durante este tempo, avaliamos a variagdo da massa corpérea
e 0 consumo de racéo.
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Depois de avaliar os resultados do experimento piloto,
iniciou-se os experimentos do trabalho, onde utilizou-se 40
camundongos Swiss, fémeas, com aproximadamente 4 - 5
semanas de idade, obtidos no Biotério Central da UFSC. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas com aramado
em aco inox livre de zinco, em ambiente com ciclo
claro/escuro de 12 horas e temperatura controlada (24°C). O
projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica de
Experimentagcdo Animal da UFSC (PP00892) (Anexo A).

49.1 VALIDACAO DO MODELO DE
INDUCAO DA OBESIDADE

Os camundongos foram divididos em dois grupos,
sendo um controle (GC), que recebeu uma dieta
normolipidica (n=20) (Tabela 3, Figura 4A), e um grupo
obeso (GO), que recebeu uma dieta hiperlipidica e
hipercal6rica (n=20) (Tabela 3, Figura 4B). Os animais
receberam as respectivas racles e agua filtrada ad libitum
por trés meses. Durante este periodo, 0os camundongos foram
pesados, medidos (comprimento nasoanal) e sendo avaliado
0 consumo de racdo duas vezes por semana. No final desta
fase, o consumo de racéo e o indice de Lee (raiz clbica do
peso corporal/comprimento nasoanal do animal por
milimetro) foram avaliados. Ainda, coletou-se sangue total e
plasma dos animais para a determinacdo dos pardmetros
hematoldgicos, bioquimicos e avaliacdo da concentracdo de
citocinas.

492 SOBRECARGA DE CARBOIDRATOS
EM ANIMAIS OBESOS NA PRESENCA E AUSENCIA
DE ZINCO

Na segunda fase do estudo, subdividiu-se os grupos da
primeira fase em 4 subgrupos, sendo que, 0 grupo controle
foi subdividido em dois: um subgrupo onde foi administrado
zinco por gavagem (grupo controle com zinco) (n = 10) e
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outro que recebeu agua filtrada pela mesma via (grupo
controle sem zinco) (n = 10). No caso do grupo obeso, foi
realizado 0 mesmo procedimento tendo assim, o0 grupo obeso
com zinco (n = 10) e o grupo obeso sem zinco (n = 10). A
Figura 6 ilustra os procedimentos realizados. Os animais
receberam ra¢do hiperglicidica deficiente de zinco (Tabela 3,
Figura 4C) e agua ad libitum por trés meses. Durante este
periodo, os camundongos foram pesados e medidos duas
vezes por semana. No final desta fase, o consumo de racéo e
indice de Lee foram avaliados. Ainda, coletou-se sangue dos
animais para a determinacdo dos parametros bioquimicos
(leucécitos, hemacias, plaquetas, hemoglobina e
hematocrito) e hematoldgicos (Colesterol, triacilglicerol,
glicose, Ureia, HDL — colesterol, LDL — colesterol, AST e
ALT), e avaliagilo da concentracdo de citocinas
(adiponectina e leptina) e de insulina.
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Tabela 3: Composicdo das dietas normolipidica com zinco,
hiperlipidica com zinco e hiperglicidica sem zinco.

Ingredientes ~ Normolipidicacom Hiperlipidicacom Hiperglicidiasem
zinco (g/kg)? zinco(ghkg)®  zinco(g/kg)*

ProteinaBruta (min.) 220,000 X 20000
Ragio Padrio' X 550,000 X
Matertal etéreo* 40,000 X X
MatériaFibrosa 80,000 X 50,000
Matéria mineral 100,000 X X
Mix vitaminica® 2,89 289 10,000
Mix mineral* 0.204 0,204 35,000
Oleo demilho X 130,000 50,000
Oleo e girrasol X 20,000 X
Sacarose X 100,000 X
Bitartarato de colina X X 2,000
Clarade ovo X 200,000 200,000
Tinco? 0,030 0,030 <0,004
Energia(keal/kg) 3.000 4200 3862

a Dieta padra (Biobase Bio-tec Ratos e Camundongos®) normolipidica, normoglicidica e
normocalérica. b Dieta hiperlipidica, normoglicidica e hipercalérica. ¢ Dieta
normolipidica, hiperglicidica e hipercalérica deficiente em zinco. 1 Racdo padrdo da
Biobase. 2 Material gordo. 3 Mistura de vitaminas para dietas de crescimento e
manutencdo AIN-93G (REEVES et al., 1993). 4 Mistura de minerais para dietas de
manutencdo AIN-93 (REEVES et al., 1993). 5 Concentracéo de zinco presente no mix de
mineral.
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Figura 4: Imagens das ragdes. (A) Ragdo normolipidica;
(B) Racéo hiperlipidica; (C) Ragéo hiperglicidica.
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Tabela 4. Composicéo do Mix de vitaminas AIN — 76A da
RHOSTER. Concentragdo de garantia por Kg do produto

Ingredientes Quantidade
Acido félico 200 mg
Acido nicotinico 3.000 mg

Biotina 20.000 mg
Pantotenato de célcio 1.600 mg
Piridoxina. HCI 700 mg
Riboflavina 600 mg
Tiamina. HCI 600 mg
Vitamina A 400.000 UI
Vitamina B12 1000 mcg
Vitamina D3 100.000 UI
Vitamina E 5.000 UI
Vitamina K3 5.000 mg

Composigdo basica do produto: 4cido folico, vitamina A, vitamina B1, vitamina B12,
vitamina B2, vitamina B6, vitamina E, vitamina H, vitamina K3, &cido nicotinico,

pantotenato de célcio, sacarose.
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Tabela 5. Composicdo do Mix de Minerais AIN — 93G da
RHOSTER. Concentragdo de garantia por Kg do produto

Ingredientes Quantidade
Boro 14,26 mg
Calcio 14294 g
Cloro 44,90 g
Cobre 172,41 mg
Cromo 28,65 mg
Enxofre 8,60 g
Ferro 1000 mg
Flaor 28,72 mg
Fésforo 44,619
lodo 5,93 mg
Litio 2,85 mg
Magnésio 14,48 ¢
Manganés 300 mg
Molibdénio 4,32 mg
Niquel 14,31 mg
Potassio 102,81 ¢
Selénio 4,28 mg
Silicio 143,26 mg
Sédio 29,38¢g
Vanadio 2,87 mg
Zinco 0,28 mg

Composicdo basica do produto: &cido bérico, carbonato de calcio, carbonato de cobre,
carbonato de manganés, carbonato de niquel, citrato de potassio, citrato férrico, cloreto de
litio, cloreto de sédio, fluoreto de sodio, sacarose, iodato de potassio, fosfato
monopotassico, metasilicato de sédio, 6xido de magnésio, paramolibtato de aménia,

selenato de sodio, sulfato de cromo e potassio, sulfato de potassio.
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in vivo

Figura 6. Fluxograma do experimento
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4.9.3 AVALIACAO DO PERFIL HEMATOLOGICO
E BIOQUIMICA

As amostras foram coletadas com o0s animais em
jejum de 6 horas.

As amostras de sangue total foram coletadas da veia
facial e armazenadas em tubo contendo EDTA (10uL/mL de
sangue) para analise do perfil hematoldgico, que foi feito em
no equipamento automatizado da BC-2800Vet (MINDRAY).
Para avaliar o perfil bioquimico, as amostras de plasma
foram obtidas a partir da centrifugacdo do sangue total, a
2500 rpm por 30 minutos. As amostras de soro foram obtidas
da mesma forma,porém, a partir de amostras de sangue
coletada pela veia facial, em tubos sem anticoagulante. Os
pardmetros bioquimicos avaliados foram: creatinina,
colesterol, HDL-colesterol, LDL-colesterol, triacilglicerol,
glicose, ureia, AST e ALT. Foram feitas com kit da Labtest
(Lagoa Santa, MG, Brasil) no COBAS Mira Plus (ROCHE
diagnostic systems, Indianapolis, IN).

49.4 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE
INSULINA, LEPTINA E ADIPONECTINA

As amostras de plasma foram obtidas a partir de
sangue coletado por puncdo cardiaca em tubos contendo
EDTA (10uL/mL de sangue) em animais previamente
anestesiados com solugcdo de quetamina (100mg/kg) e
xilazina (15mg/kg). Foi analisado a concentracdo de
insulina, leptina e adiponectina. Foram feitas com o kit de
ELISA da Millipore (St. Charles, Missouri, USA), e foi
seguido o protocolo dos respectivos kits.

4.9.5 NECROPSIA E COLETA DE ORGAOS

Os animais foram previamente anestesiados,
conforme descrito no item 4.9.4, foram eutanasiados por
deslocamento cervical para posterior realizacdo de necropsia
e coleta de 6rgdos como figado e tecido adiposo total. Estes
orgdos foram pesados e comparados entre 0s grupos.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultadosforam expressos como média + erro
padrdo da média. In vitro, as determinagdes foram feitas em
triplicata e cada experimento foi repetido pelo menos trés
vezes; as comparagdes estatisticas foram realizadas por meio
de variancia one-way ANOVA seguida do teste de Newman-
Keuls e two-way ANOVA seguida do teste Bonferroni. No
estudo in vivo, as estatisticas foram realizadas por meio do
Teste t, one-way ANOVA seguido do teste Newman-Keuls e
two-way ANOVA seqguido do teste Bonferroni. A
significancia estatistica foi considerada em p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS IN VITRO

5.1.1 REMOCAO DO ZINCO NO SORO

Este ensaio foi realizado a fim de remover o0 zinco nos
soros CS e SFB utilizados nos ensaios de cultura celular. Os
resultados obtidos mostraram que a resina Chelex® 100
reduziu 82,65% do zinco no soro CS e 87,95% do zinco no
soro SFB (CS: 139,70 pg/dl versus CS+CH: 24,24 pg/dl;
SFB: 320,96 pg/dl versus SFB+CH: 38,68 ug/dl) (Figura 6).

Figura 6. Reducéo do zinco nos soros CS e SFB. Incubacéo
sob agitacdo a -4°C, por 24h (n=1, lote Unico). SC: soro controle;
CS: calf serum; CS+CH: calf serum em resina; SFB: soro fetal
bovino; SFB+CH: soro fetal bovino em resina. Concentracdo do
SC segundo o fabricante: 198 pg/dL.
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5.1.2 VIABILIDADE CELULAR COM AZUL
DE TRIPAN E COLORAQAO COM LARANJA DE
ACRIDINA E BROMETO DE ETIDIO

No ensaio de viabilidade celular das células 3T3-L1
com azul de tripan avaliou-se o perfil proliferativo das
células, e na coloracdo com laranja de acridina e brometo de
etidio a morfologia dessas células. Nos resultados obtidos,
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observou-se que ndo houve alteragcOes estatisticamente
significativas nos perfis proliferativos das células tratadas,
quando comparadas com o controle, apds o tratamento de
24h (p = 0,216). Porém, observou-se uma tendéncia de
aumento na porcentagem das células suplementadas com 2
pg/mL e 4 pg/mL de zinco (128,75% =+ 37,123 e 138,25% +
1,77 respectivamente) e uma tendéncia de redugdo na
porcentagem das células na auséncia de zinco (85,00% =
3,54) (Figura 7A). Na andlise morfolégica ndo foram
observadas alteracfes na morfologia das células (Figura 7B).
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Figura 7. Viabilidade celular de pré-adipécitos da linhagem
3T3-L1. (A) Viabilidade celular com azul de trypan, ap6s 24h de
tratamento (n=2); (B) Fotomicrografias de fluorescéncia da analise
morfolégica de dupla coloragdo com laranja de acridina e brometo
de etidio, ap6s tratamento de 24h (n=1) (200x). A coloracéo verde
é de células viaveis. Comparagdes entre as células controle e as
células tratadas. One-way ANOVA
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5.1.3 ANALISE DO CICLO CELULAR

Este ensaio avalia as células em cada fase do ciclo
celular com marcacdo no DNA pelo iodeto de propideo e
analisado por citometria de fluxo, mostrando se ha alteracdo
nos perfis proliferativos. Verificamos progressdo do ciclo
celular evidenciado pela maior porcentagem de células na
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fase S do ciclo celular nas células suplementadas com 2
pg/mL e 4 pg/mL de zinco e regressdo do ciclo celular
evidenciada pela menor porcentagem de células nessa
mesma fase nas células na auséncia de zinco, quando
comparadas ao controle (controle: 15,35% + 1,08 versus sem
zinco: 7,87% + 1,39, 2 pg/ml: 25,73% + 0,72 e 4 pg/mL.:
34,41 £ 0,78) (Figuras 8).
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Figura 8. Analise do ciclo celular de pré-adipocitos da
linhagem 3T3-L1, ap6s tratamento de 24h (n=3). (A) Porcentagem
de células nas diferentes fases do ciclo celular; (B) Histogramas
representativos da distribui¢do das células nas diferentes fases do
ciclo celular. Comparagdes entre as células controle e as células
tratadas em cada fase. Two-way ANOVA.*** p<0,001.
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514 DIFERENCIACAO CELULAR E
COLORACAO COM OIL RED O

Este ensaio visa avaliar a capacidade dos pré-
adipocitos em se diferenciarem em adip6citos maduros. Com
a coloracdo com Oil Red O, observou-se que nas células
suplementadas com 1 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL de zinco
apresentaram aumento de acUimulo de triacilglicerdis
intracelulares (coradas em vermelho), em comparacdo ao
controle (controle: 0,637 + 0,050 versus 1 pg/mL: 0,768 +
0,119; 2 pg/mL: 0,727 %0,034 e 4 pg/mL: 0,772 £ 0,035)
(Figuras 9).
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Figura 9. Diferenciacdo celular de pré-adipécitos da
linhagem 3T3-L1 em adipécitos maduros e coloragdo dos
triacilglicerdis intracelulares em vermelho com Qil Red O (n = 2).
(A) Representacdo da absorbancia dos eluatos celulares
provenientes do triacilglicerol corado. (B) Fotomicrografias das
células maduras ricas em triacilglicerol intracelular corados em
vermelho (200x). Comparagfes entre as células controle e as
células tratadas. One-way ANOVA. *p < 0,05, ** p < 0,01.
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5.2 RESULTADOS IN VIVO

521 FASE DE INDUCAO DE OBESIDADE

Por cerca de 3 meses, 0s animais do grupo controle
(GC) recebeu uma dieta normolipidica e o grupo obeso (GO)
recebeu uma dieta hiperlipidica. Apos este periodo, a
variacdo da massa corpdrea entre os grupos GC e GO
apresentou diferenca significativa no 49° dia até o fim da
primeira fase do experimento (GC: 56,31% + 3,10 versus
GO: 75,83% + 5,13) (Figura 10A). Além disso, na avaliacdo
do indice de Lee, observou-se novamente diferenca
significativa entre os dois grupos a partir do 49° dia (GC:
0,035307 + 0,000287 ¢°33/mm versus GO: 0,036931 +
0,000457 g®33/mm) (Figura 10C) até o Ultimo dia (77° dia)
da primeira fase do experimento (GC: 0,034714 + 0,000298
g%%/mm versus GO: 0,037236 + 0,000281 g°33/mm) (Figura
10D). Ainda, a racdo consumo foi superior no grupo GO
quando comparado ao grupo GC (GC: 273,41 g + 9,16
versus GO: 450,60 g +17,97) (Figura 10E) e o consumo
individual também (GC: 13,67 g + 0,4583 versus GO: 23,71
g £ 0,9459) (Figura 10F).
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Figura 10. Avaliagdo da massa corporea, do indice de Lee e
consumo de ragdo dos camundongos do grupo controle (GC, n =
20) e do grupo obeso (GO, n = 19). (A) Variagdo da massa
corpérea dos grupos GC e GO que consumiram uma dieta
normolipidica e hiperlipidica, respectivamente. Two-way ANOVA,;
(B) Fotografia representativa de camundongos representando 0s
grupos GC (cauda em vermelho) e GO (cauda em verde); (C)
Indice de Lee por semana. Two-way ANOVA; (D) indice de Lee
do ultimo dia. One-way ANOVA,; (E) consumo de ragdo. Test t; (F)
Consumo individual de racdo. Test t. * p< 0,05; ™ p< 0,01; ™ p<
0,001 e p< 0,0001.
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Ap6s o término da fase de inducdo, determinou-se 0s
pardmetros hematoldgicos visando avaliar uma possivel
influéncia da dieta hiperlipidica nos camundongos do grupo
obeso (GO). Ndo foi observada alteracdo em todos 0s
pardmetros avaliados que foram: leucdcitos, plaquetas,
hemacias, hemoglobina e hematocrito, conforme ilustrado na
Figura 11.
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Figura 11. Pardmetros hematoldgicos dos camundongos do
grupo controle (n = 17) e do grupo obeso (n = 12). (A) leucécitos;
(B) plaquetas; (C) hemaécias; (D) hemoglobina; (E) hematécrito.
Testt.
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A avaliacdo dos parametros bioquimicos nesta fase do
modelo experimental visou avaliar a influéncia da dieta
hiperlipidica no metabolismo dos animais do grupo obeso.
Os resultados mostram que houve diferenga significativa na
concentracdo de triacilglicerol no grupo obeso (GO) quando
comparado com o grupo controle (GC) (GC: 101,2 + 9,08
mg/dl versus GO: 73,89 £ 6,54 mg/dl) (Figura 12B). Os
outros parametros analisados, tal como, Lipoproteina de
baixa densidade (LDL-colesterol), Lipoproteina de alta
densidade (HDL-colesterol), colesterol, glicose, ureia,
Aspartato aminotransferase (AST) e Alanina
aminotransferase (ALT), do grupo GO, ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparados com o grupo GC
(Figura 12). Os valores de creatinina, avaliados nos dois
grupos, foram menores que 0,2 mg/dl por isso ndo estdo
ilustrados.

Figura 12. Parametros bioquimicos dos camundongos do
grupo controle (n = 11) e do grupo obeso (n = 14). (A) colesterol;
(B) triglicerideos; (C) glicose; (D) HDL - colesterol; (E) LDL —
colesterol; (F) Ureia; (G) AST; (H) ALT. Test t. “p < 0,05.
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Ainda no soro dos animais, foram avaliadas as
concentracBes de Adiponectina, Leptina e Insulina. Os
resultados das andlises das concentragdes de adiponectina e
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leptina ndo apresentaram diferenca significativa (p = 0,292 e
0,231, respectivamente) entre o grupo controle (GC) e o
grupo obeso (GO) (Figura 13A e 13B). Entretanto, a
concentracdo de insulina apresentou-se elevada no grupo GO
em relagdo ao grupo GC (GC: 3,073 £ 0,858 ng/mL versus
GO: 18,19 £+ 1,298 ng/mL) (Figura 13C).

Figura 13. Concentragdo de adiponectina, leptina e insulina
dos camundongos do grupo controle (n = 7) e grupo obeso (n = 7).
(A) Concentragdo de adiponectina; (B) concentracéo de leptina; (C)
concentracdo de insulina. Test t. ““p<0,001.
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Foi avaliado o volume da massa do tecido adiposo
visceral e do figado que foram retirados dos camundongos
do teste piloto. Como esta demonstrado na figura 14,
observou-se que houve uma diferenca significativa entre o
volume da massa do tecido adiposo visceral entre 0 grupo
controle (GC) e o grupo obeso (GO). O volume da massa do
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figado de cada grupo (GC e GO) ndo apresentou diferenca
significativa (dados ndo mostrados).

Figura 14. Massa do tecido adiposo visceral dos
camundongos do grupo controle (n= 4) e do grupo obeso (n= 5).
Testt. ™ p < 0,01.
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Os resultados da variacdo de massa corpdrea dos
camundongos mostraram que, em comparagdo com 0 grupo
controle com zinco, o grupo controle sem zinco apresentou
aumento significativo de massa corporea a partir do 11° dia
da segunda fase do experimento até o Ultimo dia (controle
com zinco: -2,07 = 0,81% versus controle sem zinco: 2,69 +
0,71%) (Figura 15A). Também, quando comparamos a
variagdo da massa corpérea do grupo obeso com zinco com o
grupo obeso sem zinco, observamos que 0 grupo obeso sem
zinco apresentou aumento significativo a partir do 25° dia da
segunda fase do experimento até o ultimo dia (obeso com
zinco: - 1,13 + 1,13% versus obeso sem zinco: 5,04 +
1,66%) (Figura 15C).
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Figura 15. Avaliacdo do volume de massa corpérea dos
camundongos do grupo controle com zinco (n = 9) e do grupo
controle sem zinco (n = 9), e do grupo obeso com zinco (n = 9) e
do grupo obeso sem zinco (n = 9). (A) Variagdo de massa corpérea
do grupo controle com zinco e do grupo controle sem zinco. Two-
way ANOVA; (B) Fotografia representativa dos camundongos do
grupo controle com zinco (cauda em verde) e do grupo controle
sem zinco (cauda em vermelho); (C) Variacdo de massa corpérea
do grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem zinco. Two-way
ANOVA; (D) Fotografia representativa dos camundongos do grupo
obeso com zinco (cauda em verde) e do grupo obeso sem zinco
(cauda em vermelho). “p< 0,05; ™ p< 0,01; ™ p< 0,001 e p<
0,0001.
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Os resultados da avaliagio do indice de Lee
mostraram que entre 0 grupo controle com zinco e o grupo
controle sem zinco ndo houve diferenca significativa (Figura
16A); o mesmo foi observado quando comparamos o indice
de Lee entre 0 grupo obeso com zinco e o grupo obeso sem
zinco (Figura 16C).
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Figura 16. Avaliagdo do indice de Lee dos camundongos
do grupo controle com zinco (n = 9) e do grupo controle sem zinco
(n =9), e do grupo obeso com zinco (n = 9) e do grupo obeso sem
zinco (n = 9). (A) indice de Lee por semana do grupo controle com
zinco e do grupo controle sem zinco. Two-way ANOVA:; (B) indice
de Lee do Gltimo dia de experimento do grupo controle com zinco
e do grupo controle sem zinco. Test t; (C) indice de Lee por
semana do grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem zinco.
Two-way ANOVA; (D) Iindice de Lee do dltimo dia de
experimento do grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem
zinco. Test t.
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Os resultados da avaliacdo do consumo de ragao entre
0 grupo controle com zinco e 0 grupo controle sem zinco
(Figura 17A e 17B), e entre 0 grupo obeso com zinco e o
grupo obeso sem zinco, ndo mostraram diferenca
significativa (Figura 17C e 17D).

Figura 17. Avaliagdo do consumo de racdo dos
camundongos do grupo controle com zinco (n = 9) e do grupo
controle sem zinco (n = 9), e do grupo obeso com zinco (n =9) e
do grupo obeso sem zinco (n = 9). (A) Consumo de ragdo do grupo
controle com zinco e do grupo controle sem zinco; (B) Consumo
individual de racdo do grupo controle com zinco e do grupo
controle sem zinco; (C) consumo de racdo do grupo obeso com
zinco e do grupo obeso sem zinco; (D) Consumo individual de
racdo do grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem. Test t.
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Os resultados dos pardmetros hematol6gicos, quando
comparamos 0 grupo controle com zinco e o grupo controle
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sem zinco, e quando comparamos 0 grupo obeso com zinco e
0 grupo obeso sem zinco, observamos que ndo houve
alteracdo nos pardmetros analisados compreendendo a
contagem de leucocitos, plaquetas e hemécias, bem como
concentracdo de hemoglobina e hematocrito dos animais
(Figura 18).

Figura 18. Parametros hematol6gicos dos camundongos do
grupo controle com zinco e do grupo controle sem zinco, e do
grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem zinco. (A)
leucdcitos; (B) plaguetas; (C) hemécias; (D) hemoglobina; (E)
hematécrito. One-way ANOVA.
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Os resultados dos parametros bioquimicos, nesta fase
demonstraram uma diferenca significativa da concentragéo
do Aspartato aminotransferase (AST) quando comparamos
do grupo controle com o grupo controle sem zinco (grupo
controle: 76,33 + 5,850 mg/dl versus grupo controle sem
zinco: 349,5 + 175,5 mg/dl) (Figura: grupo controle 19F), e
quando comparamos 0 grupo controle com o grupo obeso
sem zinco (grupo controle: 76,33 + 5,850 mg/dl versus grupo
obeso sem zinco: 254,0 + 146,0 mg/dl) (Figura: grupo obeso
19F).
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Figura 19. Parametros bioquimicos dos camundongos do
grupo controle com zinco (n = 2) e do grupo controle sem zinco (n
= 2), e do grupo obeso com zinco (n = 2) e do grupo obeso sem
zinco (n = 2). (A) colesterol; (B) triglicerideos; (C) glicose; (D)
Ureia; (E) AST; (F) ALT. One-way ANOVA. "p < 0,05.
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Com relacdo as adipocinas avaliadas (adiponectina e
leptina), quando comparamos 0 grupo controle com zinco e 0
grupo controle sem zinco, o0s resultados mostraram
apresentar alteracbGes significativas da concentracdo da
adiponectina, onde o grupo controle sem zinco esta reduzido
(controle com zinco: 8,081 £ 0,2193 ng/mL versus controle
sem zinco: 5,488 + 0,9001 ng/mL) (Figura: grupo controle
20A) e da concentragdo da leptina, onde o grupo controle
sem zinco esta aumentado (controle com zinco: 26,98 +
2,253 ng/mL versus controle sem zinco: 32,81 + 1,021
ng/mL) (Figura: grupo controle 20B). Ja a concentracdo de
insulina ndo apresentou diferenca significativa entre o grupo
controle com zinco e o grupo controle sem o zinco (Figura:
grupo controle 20C). E quando avaliamos os resultados da
concentracdo da adiponectina, da leptina e da insulina,
observou-se que ndo houve diferenga significativa quando
comparamos 0 grupo obeso com zinco e o grupo obeso sem
zinco (Figura: grupo obeso 20A, 20B e 20C,
respectivamente).
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Figura 20. Concentragdo da adiponectina, leptina e insulina
dos camundongos do grupo controle com zinco (n = 2) e do grupo
controle sem zinco (n = 2), e do grupo obeso com zinco (h =2) e
do grupo obeso sem zinco (n = 2). (A) Concentragdo de
adiponectina; (B) Concentracdo de leptina; (C) Concentragdo de
insulina. Testt. “ p < 0,05.
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O volume da massa do tecido adiposo e o figado
foram avaliados. Nos resultados obtidos observou-se que,
quando comparamos 0 grupo controle com zinco com o
grupo controle sem zinco (Figura 21A — tecido adiposo — e
21B - figado), e quando comparamos 0 grupo obeso com
zinco com 0 grupo obeso sem zinco (Figura 21C — tecido

adiposo — e 21D - figado), ndo apresentam diferenca
significativa.
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Figura 21. Volume da massa do tecido adiposo e do figado
dos camundongos do grupo controle com zinco (n = 2) e do grupo
controle sem zinco (n = 2), e do grupo obeso com zinco (h =2) e
do grupo obeso sem zinco (n = 2). (A) Volume da massa do tecido
adiposo do grupo controle com zinco e do grupo controle sem
zinco; (B) Volume da massa do figado do grupo controle com
zinco e do grupo controle sem zinco; (C) Volume da massa do
tecido adiposo do grupo obeso com zinco e do grupo obeso sem
zinco; (D) Volume da massa do figado do grupo obeso com zinco e
do grupo obeso sem zinco. Test t.
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6. DISCUSSAO

Devido a diversas interagdes diretas do zinco
no metabolismo de carboidratos e lipideos
(WIJESEKARA, CHIMIENTI & WHEELER, 2009) e fato
de que pacientes obesos apresentam baixas
concentracgdes plasmaticas deste mineral
(XANTHAKOS, 2009; KAIDAR-PERSON, 2008), foram
realizados experimentos in vitro e in vivo na tentativa
de elucidar o papel do zinco na adipogénese e no
metabolismo de carboidratos em diferentes situacoes
metabdlicas. Vimos que in vitro, o zinco favorece a
diferenciacdo  celular  (acimulo de lipideos
intracelular) de células pré-adipécitas, e in vivo,
reflete em menor ganho de massa corp6rea apés
sobrecarga de carboidrato, melhorando  as
concentracbes plasmaticas de adiponectina e
reduzindo as de insulina.

A adipogénese é o processo de proliferacdo e
de diferenciacdo do tecido adiposo. Para elucidar este
processo in vitro, tem se utilizado células da linhagem
3T3-L1, que sdo pré-adipdcitos do tipo fibroblastico,
provenientes de embrides murinos (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007; QUEIROZ et al., 2009). Estas
células tem sido extensivamente estudas. Filippin-
Monteiro e colaboradores (2010) utilizaram estas
células para identificar a acdo inflamatdria e a indugéo
de resisténcia a insulina pela proteina inflamatoria
amiloide sérica A (SAA). Os autores verificaram que
a presenca dessa proteina impediu a diferenciacédo de
pré-adipécitos evidenciado pelo menor acumulo de
triacilglicerdis intracelulares. Esta menor
diferenciacdo foi comprovada pela diminuicdo da
expressao de genes adipogénicos incluindo o gene que
codifica o receptor GLUT4. Mais recentemente,
Oliveira et al. (2015) utilizaram as células 3T3-L1
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para examinar o efeito da triiodotironina (na auséncia e em
diferentes concentragcfes) sobre a expressdo dos genes que
codificam a leptina e a adiponectina em diferentes periodos
de tempo a fim de avaliar a diferenga de expresséo entre as
duas adipocinas.

Neste trabalho, verificou-se, inicialmente o processo
de proliferagdo celular da 3T3-L1 na auséncia e na presenca
de zinco. Como o objetivo nao foi diferencia-las, mas manter
as caracteristicas fibroblasticas sem acumulo de lipideos
intracelulares, o meio de cultura que foi usada para plaquear
as células, foi suplementado com 10% de CS, que contém
abundantes fatores de crescimento. Estas células foram
tratadas, com DMEM suplementado com 10% CS exposto a
resina Chelex® e suplementada com zinco em diferentes
concentragBes. Para garantir concentracdes baixas de zinco
nos soros de cultura celular (CS e SFB) que foram utilizados
nestes experimentos, utilizou-se a resina Chelex® 100 que
captura esse mineral. A remogéo do zinco com a resina foi
eficaz reduzindo as concentragbes de zinco nos soros em
cerca de 80%. Essa eficacia é devido a seletividade que a
resina tem para cations divalentes em um pH de 6,5 ou
superior. E uma resina que sequestra metais que mantém as
concentracBes de outros constituintes ndo metalicos dos
soros de cultura intactos (REAVES et al.,2000).

Nos resultados obtidos na viabilidade celular de pré-
adipocitos 3T3-L1 com azul de tripan, verificou-se um
aumento na densidade celular das amostras suplementadas
com zinco (2 pug/mL e 4 pg/mL) ap6s 24 h de tratamento.
Entretanto, na auséncia deste metal, obteve-se discreta
diminuicdo. Estes achados foram confirmados com analise
morfoldgica por fluorescéncia, nas mesmas condi¢Bes acima
citadas. As sondas fluorescentes (laranja de acridina e
brometo de etidio), marcadoras de morte celular, ndo
evidenciaram morte celular por necrose ou apoptose na
presenca de zinco, tampouco na auséncia deste. E possivel
que a realizacdo da analise de viabilidade celular em um
maior periodo de tempo de tratamento, como 36 ou 48 h,
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poderia revelar um maior aumento na proliferacdo das
células suplementadas com zinco. Tal hipdtese foi
levantada pelo fato de que na andlise do ciclo celular
por citometria de fluxo, obteve-se uma diminuigéo
significativa da porcentagem de células na fase S
guando na auséncia de zinco. Ainda, observou-se um
aumento significativo das células suplementadas com
zinco nas concentragbes de 2 pg/mL e 4 pg/mL na
fase S do ciclo celular, onde ocorre a sintese de
material genético, dos filamentos de cromatina, além
da sintese de histonas e a duplicacdo dos centriolos,
imprescindiveis para a proliferacdo celular (BEHL &
ZIEGLER, 2014). Estes achados sugerem que o
aumento da concentracdo de zinco estimula a
progressao do ciclo celular, que por sua vez, aumenta
a divisdo celular, ou seja, estimula a proliferacdo
celular.

A interferéncia do zinco na proliferacdo celular
também foi relatada por Ghosh e colaboradores (2013), onde
utilizaram o zinco quelado a vitamina C (ZNC) para verificar
0 potencial efeito deste sobre a proliferagdo e a
citotoxicidade das células 3T3-L1 apés 24 e 48 h de
tratamento em diferentes concentragdes (0, 0,012 e 0,025
mg/mL). Os autores verificaram que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, porém, observou-se um
discreto aumento das células tratadas apds 48 h, quando
comparadas com as células sem o ZNC.

As células da linhagem 3T3-L1 também sdo utilizadas
para avaliar a capacidade das células em amadurecerem de
pré-adipécitos para adipocitos ricos em triacilglicerdis
intracelulares. Este processo de amadurecimento consiste no
desenvolvimento da capacidade de pré-adipdcitos realizarem
lipogénese (sintese de acidos graxos) a partir da glicose
captada do meio de cultura, por meio da insulina presente no
meio de diferenciagdo (MDI). A presenca de constituintes
importantes no MDI garante o processo de diferenciacdo. A
insulina, em concentrac6es farmacoldgicas (UM), liga-se ao
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receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1(IGF-1). Ainda no MDI, a dexametasona (DEX) ativa
receptores glicocorticoides e a isobutilmetilxantina (IBMX)
inibe fosfodiesterases competitivamente aumentando o
CAMP intracelular. A juncdo destas diversas acles leva a
ativagdo de eventos transcricionais essenciais para a
diferenciacdo celular (FARMER, 2006). Os fatores de
transcrigdo ativados neste processo sdo os C/EBP-B e
C/EBF-5 (proteinas B e & ligantes ao amplificador CCAAT)
que ativam a expressdo dos fatores de transcricdo C/EBP-a e
PPAR-y.(receptor vy ativado por proliferadores de
peroxissomas) que por sua vez, induzem transcricdo de
genes-alvos, incluindo enzimas e proteinas envolvidas na
geracdo e manutencdo do fendtipo do adipdcito, como as
envolvidas no transporte de glicose sensivel a insulina,
lipogénese, lipdlise e sintese e secrecdo de adipocinas
(FARMER, 2006; KIESS et al., 2008; FONSECA-ALANIZ et al.,
2007; QUEIROZ et al., 2009; MERUVU, HUGENDUBLER &
MUELLER, 2011).

Neste trabalho, os resultados da diferencia¢do celular
mostram que houve um aumento da absorbancia do eluato do
corante para triacilglicerol intracelulares das células
suplementadas com zinco (1 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL),
mostrando assim que houve uma maior proporcao de células
que se diferenciaram, nestas concentracbes de zinco, em
relacdo ao controle. Estes achados sugerem que a presenca
de zinco facilitou o acumulo de triacilglicerol intracelular,
possivelmente auxiliando na captacdo de glicose. No0ssos
resultados estdo de acordo com o que foi pesquisado por
Tanaka et al. (2001). No intuito de verificar se a
suplementacdo de zinco no rebanho melhora a qualidade da
carne bovina marmorizada, estes pesquisadores avaliaram a
relacdo da concentracdo sérica de zinco e marmoreio ou
atividade adipogénica, e também o efeito do zinco na
diferenciacdo celular. Os autores utilizaram pré-adipocitos
3T3-L1 que foram cultivadas com 1 uM de cloreto de zinco,
5% de SFB, com ou sem 5 g/mL de insulina. Verificaram
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gue o zinco promovia a diferenciacdo destas células in vitro
na auséncia de insulina, e na presenca de insulina, havia um
maior aumento do processo. Estes achados devem-se,
provavelmente, pelo fato de que o zinco estimula os
receptores de insulina tirosina cinase, aumentando a
translocacéo dos transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT
4) para a membrana celular, aumentando assim, a captacdo
de glicose pelas células, tal como a teoria de Marreiro e
colaboradores (2002), que foi citada por Ledo e Santos
(2012). No trabalho de Myers e colaboradores (2013), o
papel do Zip7, um tipo de transportador de zinco que regula
a sua concentracdo citosdlica, na regulacdo do controle
glicémico no musculo esquelético, foi verificado. Os autores
utilizaram os mioblastos C2C12 e bloquearam o Zip com
siRNA. Verificaram que houve uma reducdo da expressdo do
GLUT4 e a sintese de glicogénio estimulada por insulina foi
diminuida. Isto foi associado com uma redugdo na expressao
de mRNA de Insr, IRS1 e Irs2 (substratos do receptor de
insulina) e a fosforilagdo da Akt, comparando com o0s
resultados do controle.

Com o intuito de verificarmos o papel do zinco
e sua auséncia no metabolismo de carboidratos,
realizou-se estudos in vivo utilizando-se camundongos
Swiss webster, por serem espécies ndo isogénicas, se
assemelhando com a adversidade populacional e por
ser um bom modelo animal de inducéo de obesidade,
tal como mostra o trabalho realizado por White e
colaboradores em 2013. A dieta hiperlipidica e
hipercal6rica utilizada neste trabalho e o modelo
animal de inducdo de obesidade foram testados. Para
este teste, utilizou-se 9 camundongos de 6 semanas de
vida, que foram divididos em grupo controle (GC, n =
4) que consumiu dieta normolipidica e grupo obeso
(GO, n = 5) que consumiu a dieta hiperlipidica
durante 5 semanas. Verificou-se que tanto a dieta
como o modelo de obesidade foram apropriadas para
este trabalho. Os animais do grupo grupo obeso (peso
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final: 2,918% + 0,387) ndo rejeitaram a dieta e tiveram um
aumento significativo do peso quando compara¢do com o
grupo controle (peso: 1,168 + 0,231%).

Na fase de inducdo da obesidade, verificou-se um
aumento significativo do peso, do indice de Lee e do
consumo de ragdo no grupo obeso, em relagdo ao grupo
controle. O consumo de racdo &€ um aspecto crucial no
estabelecimento de um modelo de obesidade, pois nem
sempre resultados satisfatorios sdo alcangados. No trabalho
realizado por Santos em 2013, 0 grupo que consumiu dieta
hiperlipidica consumiu menos racdo em comparagcdo com 0s
outros grupos, porém, a sua variacdo de peso e o indice de
Lee foram maiores. Provavelmente, este aumento do
consumo desta racéo seja devido a presenca de sacarose que
a tornou mais palatavel e 0 aumento de peso seja pela carga
energética maior.

O modelo de inducdo da obesidade também foi
avaliado quanto aos aspectos hematol6gicos e bioquimicos
dos animais apds os 3 meses. Os parametros hematoldgicos
ndo sofreram alteragdes, mostrando assim que 0 grupo obeso
ndo apresentou doencga provocada pela dieta consumida, tal
como anemia. Entretanto, nos parametros bioquimicos
obteve-se uma diminuigdo na determinacdo de triacilglicerol
do grupo obeso.

Uma vez estabelecido o modelo de indugdo da
obesidade, a etapa seguinte consistiu na subdivisdo dos
grupos grupo obeso e grupo controle em dois grupos,
perfazendo um total de quatro grupos. Dois grupos
receberam sobrecarga de carboidratos com concentragdes
adequadas de zinco (grupo controle com zinco e grupo obeso
com zinco) e os outros dois, sobrecarga de carboidratos em
condi¢des de deficiéncia de zinco (grupo controle sem zinco
e grupo obeso sem zinco).

Na fase de sobrecarga de carboidratos, os grupos em
condicOes de deficiéncia de zinco, tanto obesos quanto ndo
obesos, mostraram um aumento na variacdo da massa
corporea. Os grupos que receberam zinco perderam massa
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corpérea de maneira significativa. No intuito de estudar a
relagdo entre o zinco e a obesidade, Bock e colaboradores,
em 1995, avaliaram os resultados da adiposidade de ratos
gue receberam uma solucdo de sacarose a 32% e uma dieta
com baixo teor de zinco, em relagdo com 0s animais que
receberam a mesma solucdo, porém com deplecéo de zinco.
Foi verificado que o grupo que recebeu baixo teor de zinco
desenvolveu maior adiposidade em relacdo ao grupo que
recebeu zinco (BOCK, 1995). No presente trabalho, as
alteracdes da massa corp6rea dos animais de todos 0s grupos
foram confirmadas com a determinacdo do indice de Lee.
N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos
controle (grupo controle com zinco e o grupo controle sem
zinco) e 0s grupos obesos (grupo obeso com zinco e o grupo
obeso sem zinco). Nesta fase do experimento, os parametros
hematoldgicos também ndo apresentaram alteracbes nos
quatro grupos mesmo com as alteracbes de racdo ou
gavagem diaria.

Uma das caracteristicas da obesidade é quadro
inflamatdrio crénico e 0 aumento do tecido adiposo, levando
assim, a secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias e a reducéo
de citocinas anti-inflamatérias levando a uma disfungéo
metabdlica. A insulina, a leptina e a adiponectina sdo
marcadores importantes da obesidade. Neste quadro a
concentracdo de insulina e a leptina encontram-se elevadas e
a concentracdo da adiponectina reduzida (SILVA et al., 2003).

Neste trabalho também foi avaliado a concentracéo de
insulina, leptina e adiponectina, e na fase de sobrecarga de
carboidrato, também foi avaliado o volume da massa do TA
e do figado. Verificamos que na fase da inducdo de
obesidade, ndo houve diferenca na concentracdo de
adiponectina e de leptina entre 0s grupo controle e 0 grupo
obeso. Porém, o grupo obeso apresentou uma concentracdo
de insulina maior que o grupo controle. E na fase da
sobrecarga de carboidratos, verificamos que o grupo controle
com zinco apresentou um aumento na concentracdo de
adiponectina, e uma diminuicdo da concentracdo de leptina,
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em relacdo ao grupo controle sem zinco; e 0s grupos obeso
ndo apresentara diferencas.

No trabalho do Santos em 2013, foi estudada a funcéo
de macréfagos peritoniais de camundongos  Swiss
submetidos a dieta hipoprotéica e hiperlipidica. Os
camundongos foram separados em trés grupos: controle,
hipoprotéico e hiperlipidico. Além de avaliar o quadro
nutricional, o TA e a funcdo dos macréfagos peritoniais,
foram avaliados também as concentrages séricas de leptina,
adiponectina e insulina. Observou-se ndo haver alteracdo na
concentracdo de insulina entre o grupo controle e o grupo
hiperlipidico. Na concentracdo de leptina observaram
concentragbes mais elevada no grupo hiperlipidico em
comparagdo com o controle, e as concentracbes de
adiponectina estavam reduzidas em relagdo ao grupo
controle.

Observamos que o volume da massa do TA, na
primeira fase foi significativamente maior no grupo obeso. E
na segunda fase, ndo houve diferenca significativa entre o
gripo controle com zinco e o grupo controle sem zinco, e
entre 0 grupo obeso com zinco e 0 grupo obeso sem zinco.

7. CONCLUSAO

Neste contesto, concluimos que o zinco promoveu a
proliferacdo e a diferenciacdo celular de adipdcitos 3T3-L1,
e a progressdo do ciclo celular evidenciado pelo maior
proporcdo de células na fase S. Ainda, a presenca de zinco
facilitou o acimulo de triacilglicerois intracelulares em pré-
adipocitos 3T3-L1. Além disso, a auséncia de zinco
promoveu a perda da capacidade das células se
diferenciarem, provavelmente pela diminuicdo da captacdo
de glicose.

O modelo murino de inducéo da obesidade (Swiss) se
mostrou eficiente devido ao ganho de massa corpoérea,
aumento da adiposidade e aumento da concentracdo de
insulina sem promover alteragdes relevantes nos parametros
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bioguimicos e hematol6gicos. E na sobrecarga de
carboidratos, tanto em animais obesos quanto em ndo
obesos, promoveu menor ganho de massa corporea naqueles
animais suplementados com zinco. Ainda, as maiores
diferencas de massa corpéreas foram observadas no grupo de
animais néo obesos.

Na sobrecarga de carboidratos ainda houve uma
diminuigdo das concentracdes de adiponectina e um aumento
da leptina em animais ndo obesos com deficiéncia de zinco.

Apesar de ndo haver diferenca significativa nos
marcadores do metabolismo, os animais suplementados com
concentraces adequadas de zinco parecem melhor tolerar a
sobrecarga de carboidratos.
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9. ANEXO

Anexo A

http://notes.ufsc br/aplic/ceua nsf273304c2473220083237034...

Resultado de Solicitagio de Protocolo
Protocolo

PPOOES2

Titulo

Avaliacdo das propriedades antitumorais e antiadipogénicas de compostos sintéticos, semissintéticos e nancestruturades:
astudos agudos = subagudos

Data de Entrada

17/10/2012

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
01/11/2013

Consideragées
Oficion® 121/CEUA/PROPESQ/2013
Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(d): Prof(a) Dr(a) Ténia Beatriz Creczynki Pasa, Departamento de Farmdcia - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Emrelagio ao protocolo de pesquisa sob sua bilidade a CEUA delit o seguinte:

-APROVADO, por quatro anos, para a utilizagio deum mil e seiscentos camundongos (Mus
musculus).

- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC e laboratérios demodelos biolégi

Por ocasifo do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detathado
relacionando o uso de animais no Projeto desenvelvido aos resultados obtidos, conforme formulirio
ONLINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apés términe da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentacio de um
novo protocolo)
Data 13/02/2018

Data 13/11/2013

Parecer(es):

)

X G,
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE — UFSC
PRESIDENTE

1de2 11/13/13 425 PM
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Anexo B
Curvas de calibracdo da adiponectina, leptina e
insulina.

Curva de calibracdo de adiponectina Curva de calibracdo de leptina
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