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DERIVACAO DUODENO-JEJUNAL REDUZ O ACUMULO DE LIPiDIOSANO
TECIDO ADIPOSO MARROM DE RATOS COM OBESIDADE HIPOTALAMICA

Duodenal-jejunal bypass reduces lipid accumulation in the brown adipose tissue of hypothalamic obese rats

Vanessa Marieli CEGLAREK', Zoé Maria GUARESCHI'”, Gabriela MOREIRA-SOARES?”, Rafaela Cristiane
ECKER-PASSARELLO', Sandra Lucinei BALBO'”, Maria Licia BONFLEUR'”, Sabrina GRASSIOLLI'

RESUMO - Racional: A atividade termogénica no tecido adiposo marrom (TAM) de individuos
obesos encontra-se reduzida, condicdo que pode ser modificada pela cirurgia bariatrica(CB).
Objetivo: Verificar o efeito da derivacdo duodeno-jejunal (DDJ) sobre a morfologia do TAM
de ratos com obesidade hipotaldmica. Métodos: Para indugdo da obesidade hipotalamica
(OHi), ratos Wistar neonatos receberam inje¢des subcutaneas de glutamato monossédico
(MSG). O grupo controle (CTL) recebeu solugdo salina. Aos 90 dias, os ratos OHi foram
submetidos a DDJ (grupo OHi-DDJ) ou a falsa operagdo (grupo OHi-FO). Aos 270 dias, eles
foram eutanasiados e o TAM foi pesado e submetido a analise histoldgica. Resultados: Em
comparagao com os animais CTL, o TAM dos ratos OHi-FO apresentou aumento do peso,
hipertrofia dos adipdcitos com acimulo de lipidios e redu¢do do nimero de nucleos. A
DDJ reduziu a deposicdo de gordura e o nimero de nucleos no TAM de ratos OHi-DDJ em
comparagdo com os OHi-FO, com valores similares aqueles dos animais CTL. Conclusaes:
A DD foi capaz de evitar a deposicdo excessiva de lipidios no TAM de ratos com obesidade
hipotalamica, sugerindo que a cirurgia bariatrica poderia reativar a termogénese neste
tecido adiposo, contribuindo para aumentar o gasto energético.

DESCRITORES - Cirurgia Bariatrica. Termogénese. Obesidade
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Adipocyte nucleus proliferation

Efeitos da derivagdo duodenal-jejunal (DDJ) sobre
a proliferacdo de nucleos e area dos adipdcitos do
tecido adiposo marrom de ratos obesos

Mensagem central

A atividade termogénica do tecido adiposo marrom
em ratos obesos pode estar comprometida devido
a alteragdes histomorfolégicas no tecido. No
entanto, a cirurgia bariatrica é capaz de prevenir
essas alteragdes, sugerindo a reativacio da
termogénese

ABSTRACT - Background: Thermogenic activity in the brown adipose tissue (BAT) of obese

individuals is reduced, and this condition may be modified by bariatric surgery (BS). Aim:
To characterize fat deposition in BAT from hypothalamic obese (HyO) rats submitted to
duodenal-jejunal-bypass (DJB) surgery. Methods: For induction of hypothalamic obesity,
newborn male Wistar rats were treated with subcutaneous injections of monosodium
glutamate (MSG). The control (CTL) group received saline solution. At 90 days, the HyO
rats were submitted to DJB or sham operation, generating the HyO-DJB and HyO-SHAM

Perspectiva

A cirurgia bariatrica em ratos obesos é eficaz para
restaurar a funcdo do tecido adiposo marrom,
reduzindo a deposicdo de lipidios e favorecendo
o gasto energético, sugere que a busca por
tratamentos que promovam a ativagao do tecido e,

consequentemente, a termogénese pode ser uma
alternativa protetora contra a obesidade e suas
comorbidades

groups. At 270 days, the rats were euthanized, and the BAT was weighed and submitted
to histological analysis. Results: Compared to BAT from CTL animals, the BAT from HyO-
SHAM rats displayed increased weight, hypertrophy with greater lipid accumulation and
a reduction in nucleus number. DJB effectively increased nucleus number and normalized
lipid deposition in the BAT of HyO-SHAM rats, similar to that observed in CTL animals.
Conclusion: DJB surgery avoided excessive lipid deposition in the BAT of hypothalamic
obese rats, suggesting that this procedure could reactivate thermogenesis in BAT, and
contribute to increase energy expenditure.
HEADINGS - Bariatric surgery. Thermogenesis. Obesity.
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ARTIGO ORIGINAL

INTRODUCAO

alimentar e o gasto energético, sendo regulada

por complexos mecanismos fisioldgicos, os quais
envolvem o tecido adiposo marrom (TAM), Ele é caracterizado
por seus adipdcitos com perfil multiloculares (elevado nimero
de goticulas de gordura citoplasmaéticas), com nucleo esférico e
ligeiramente excéntrico e com grande nimero de mitocondrias,
nas quais ha elevada quantidade da proteina desacopladora
mitocondrial - uncoupling protein 1 (UCP-1), responsavel pela
capacidade termogénica deste tecido*. Roedores obesos apresentam
grande acimulo de gordura no TAM, com expansdo da area do
adipécito e diminuicdo do nimero de mitocondrias, bem como
da expressdo da UCP-1 mitocondrial’. Portanto, a ativacdo do
TAM pode ter efeito protetor contra a obesidade’??.

Alguns estudos mostram que a atividade termogénica no
TAM pode ser modulada pela cirurgia bariatrica (CB)10202127.
Ela geralmente é eficaz para promover perda de peso e o
reestabelecimento da homeostase energética em pacientes com
obesidade morbidad 13181929, A derivacdo duodeno-jejunal (DDJ) é
procedimento bariatrico que mantém o volume estomacal, mas
impede a passagem dos alimentos pelo duodeno e parte do jejuno,
melhorando a homeostase da glicose e lipidios™>'"?* entretanto,
os efeitos da DDJ no TAM ainda ndo foram pesquisados.

Para estudar os mecanismos patofisiolégicos envolvidos na
obesidade, aadministragdo neonatal de glutamato-monossédico
(MSG) em roedores é frequentemente utilizada, pois induz lesGes
hipotalamicas que resultam na instalagdo da obesidade®'®. Além
de apresentarem excessivo acimulo de gordura - similar ao
observado em pacientes obesos -, roedores com obesidade
hipotalamica (OHi) apresentam hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina e dislipidemia>?*. Adicionalmente, estes animais apresentam
aumento na massa do TAM'>"7, maior conteudo lipidico, além da
reducdo da termogénese induzida pelo frio".

Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar os
efeitos da DDJ na morfologia do TAM utilizando roedores OHi.

n obesidade resulta do desequilibrio entre o consumo

METODOS

Animais

Todos os procedimentos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNIOESTE
(CEUA - 15/11/2015). Todos os ratos foram mantidos sob
controle de luminosidade (claro 08:00 — 20:00h), temperatura
(22+1°C) e livre acesso a racdo padréo para roedores (BioBase,
SC, Brasil) e agua.

Inducdo de obesidade hipotalamica

Roedores Wistar machos recém-nascidos receberam uma
injecdo subcutanea por dia de glutamato-monossaédico (4 mg/g
de peso corporal) durante os cinco primeiros dias de vida (OHi
grupo, n=34). Durante o mesmo periodo, outro grupo de roedores
recém-nascidos recebeu solugdo salina equimolar (1,25 mg/g de
peso corporal) formando o grupo Controle (CTL, n= 17)

Operacao DDJ

Aos 90 dias de vida, roedores OHi foram randomicamente
submetidos a DDJ (grupo OHi-DDJ, n=17) ou falsa operacéo (OHi-
FO, n=17). Os procedimentos pré-operatorios foram realizados
como reportado por Meguid et. al* e a DDJ foi executada como
descrito por Rubino e Marescaux®. Roedores falso-operados
foram submetidos a laparotomia e tiveram seus intestinos apenas
massageados, sem cortes.

Analises histologicas
No sexto més apds o procedimento bariatrico, o peso
corporal dos animais foi registrado e os ratos foram eutanasiados

por decapitagdo. Apds a laparotomia, o TAM foi removido e
pesado. Subsequentemente, as amostras de TAM foram fixadas em
formalinaa 10% por 24 h, desidratadas em alcool, permeabilizadas
com xileno e entdo embebidas em Paraplast® (Sigma-Aldrich,
MO, USA). Cortes na espessura de 5 ym foram corados com
H&E. Foram fotografados trés cortes de cada amostra de TAM
utilizando microscopio dptico (Olympus DP71; Tokyo, Japan) com
uma lente de aumento de 40x. O software Image J (Bethesda, MD,
USA) foi utilizado para as analises das imagens. A proliferacdo de
nucleos noTAM foi verificada pela contagem do nimero destes
nucleos. Paraisso, um quadrante de cada area de tecido (501 um)
foi selecionado e o total de nlcleos em cada area foi registrado.
A hipertrofia dos adipécitos foi avaliada através da medida do
tamanho dos adipdcitos (um). Adicionalmente, utilizando a
ferramenta “contar e medir objetos” do software Image J, foram
avaliados os percentuais de area ocupada por nucleos e por
gordura. Além disso, o percentual de area ocupada pelo restante
dos componentes do tecido, a qual provavelmente representa
a vascularizacao, citosol e tecido extracelular, foi calculada e
denominada VCE.

Analise estatistica

Dados foram analisados através da analise da variancia
(ANOVA) de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey (p<0,05),
utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Inc., CA, USA).

RESULTADOS

Opeso corporal dosratos OHi-FOe OHi-DDJ foi aproximadamente
25% mais baixo que o do grupo CTL (Tabela 1, p<0,0001). Além
disso, nenhuma diferenca no peso corporal foi observada entre
os ratos OHi-DDJ e OHi-FO. A Figura 1 mostra os efeitos da DDJ
e seus aspectos histolégicos no TAM de ratos. O peso do TAM
foi 135,1% maior nos animais OHi-FO, comparado aos ratos CTL
(Figura 1d; p<0,0084). A DDJ néo alterou o peso deste tecido em
relacdo aos dois outros grupos, CTL e OHi-FO (Figura 1d).

TABELA 1 - Peso corporal dos ratos CTL, OHi-FO e OHi-DD)J

Grupo Média + EPM

CTL 470,30 + 9,45 °
OHi-FO 355,80 + 13,83 °
OHi-DDJ 347,10 + 840°

Dados sdo as médias+EPM (n=6-8 ratos); letras diferentes ao lado dos nimeros
representam diferengas estatisticas entre os grupos. ANOVA uma-via com pds-
teste Tukey (p< 0,05)

As analises histoldgicas mostraram que no grupo CTL os
adipdcitos do TAM apresentaram caracteristicas de tecido adiposo
multilocular, uma vez que as células adiposas continham pequenas
goticulas de lipideos de diversos tamanhos. Em contraste, no TAM
dos animais OHi-FO, as células adiposas estavam expandidas e
possuiam maior contetido de gordura, apresentando aspecto
unilocular. Diferentemente, o TAM do grupo OHi-DDJ continha
algumas goticulas de gordura, porém as células adiposas eram
histologicamente mais similares aos adipdcitos do grupo CTL. Onlicleo
esférico das células estava localizado central ou excentricamente
em todos os grupos, apesar de estarem reduzidos no TAM do
grupo OHi-FO. Adicionalmente, numerosas mitocondrias e um
rico suprimento de capilares foram observados no citoplasma
das células do TAM do grupo CTL, uma vez que estas regides
foram coradas com hematoxilina (em roxo). Contudo, no TAM
de animais OHi-FO estas regides foram reduzidas, enquanto no
TAM dos OHi-DDJ foi semelhante a dos ratos CTL.

OTAM do grupo OHi-FO apresentou reducao de 48,74% no
numero de nucleos (Figura 1e; p<0,0001) e aumento (71,11%) no
tamanho do adipécito, em relacdo ao TAM dos ratos CTL (Figura
1f; p<0,0001). Interessantemente, no TAM dos animais OHi-DDJ,
foi observado aumento de 62,16% no nimero de nlcleos, quando
comparado ao TAM do grupo OHi-FO (Figura 1e; p<0,0001), sem
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diferencas significativas em relagdo ao observado no grupo CTL.O
tamanho dos adipdcitos do TAM do grupo OHi-DDJ foi semelhante
ao observado no TAM dos ratos CTL (Figura 1f).

A Figura 2a apresenta os efeitos da DDJ na porcentagem
de ocupacdo de nucleos, gordura e VCE por area do TAM dos
ratos CTL e OHi. O percentual de drea ocupada por nucleos no
TAM dos OHi-FO foi aproximadamente 76% menorem relagdo ao
mesmo parametro no TAM dos ratos CTL (Figura 2b; p<0,0012).0
percentual da area de nucleos no TAM dos OHi-DDJ foi em
torno de 197% maior que no TAM do grupo OHi-FO (Figura 2b;
p<0,0012), assemelhando-se estatisticamente ao grupo CTL. O
percentual de conteldo de gordura por area do TAM do grupo
OHi-FO foi 109% e 32% maior do que o da gordura encontrada
no TAM dos grupos CTL e OHi-DDJ, respectivamente (Figura 2c,
p<0,0001). Entretanto, a drea ocupada por gordura no TAM do
OHi-DDJ permaneceu 57% maior, quando comparada ao percentual
de gordura no TAM dos animais CTL (Figura 2¢; p<0,0001).
Consequentemente, o percentual de area de VCE no TAM dos
ratos OHi-FO foi 46,49% e 28,73% menor, respectivamente, em
relagdo a mesma area no TAM dos ratos CTL e OHi-DDJ (Figura
2d; p<0,0001). O TAM do OHi-DDJ também apresentou reducdo
no percentual da area de VCE (25%), comparado ao TAM dos ratos
CTL (Figura 2d; p<0,0001).

DISCUSSAO

A obesidade decorrente de lesdes no hipotalamo possui
impactos negativos na sobrevida e qualidade de vida dos pacientes
eaCBpoderepresentaralternativa terapéutica para esta sindrome®.
Aqui, utilizando ratos obesos MSG para mimetizar a obesidade
hipotalamica, demonstramos que os adipdcitos do TAM de ratos
OHi perderam o aspecto multilocular, apresentando reducao no
numero de nlcleos e maior acimulo de gordura. Pela primeira vez,

observamos que seis meses apds a operacdo DDJ, amorfologia do
TAM de roedores OHi-DDJ retornou sua morfologia semelhante
a dos animais CTL.

O TAM é importante local de termogénese induzida pelo
frio e ndo associada ao tremor®, O sistema nervoso simpatico
(SNS) é responsavel pela ativagao dalipdlise e oxidacdo dos acidos
graxos no TAM. Portanto, parte do gradiente de prétons gerados
por este processo é desviado da ATP-sintase através da UCP-1,
e a energia gerada é dissipada em forma de calor 4. Redugéo
na atividade do SNS e na expressdo da UCP-1 contribuem para
diminuicdo do gasto energético e maior adiposidade no TAM"
Camundongos OHi apresentam hipertrofia do TAM com 85%
de aumento no peso liquido e conteudo lipidico, bem como
sdo ineficientes em mobilizar os lipidios do TAM apds exposicdo
ao frio de 4° C durante 6 h'". Outro estudo mostrou reducédo
no contetdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT)* no
TAM de roedores OHi®™. Adicionalmente, a atividade da tiroxina
5-desiodinase tipo Il (T2) no TAM de camundongos OHi estava
reduzida apds estimulacdo pelo frio e pela norepinefrina (NE)
%, Diminuicdo na atividade do nervo simpatico retroperitoneal
e menor conteldo de catecolaminas adrenais foram também
observados em camundongos OHi?. Deste modo, modificacdes
na morfologia do TAM de ratos OHi, observados no presente
estudo, podem ser devido a baixa atividade do SNS e reducéo
de norepinefrina, que poderia alterar a fun¢do termogénica do
TAM nestes animais obesos.

A CB tem sido frequentemente utilizada como tratamento
para pacientes com obesidade morbida™. No entanto, poucos
estudos mostraram os efeitos da CB no TAM e ainda, os dados
tém sido contraditorios sobre os beneficios da cirurgia®'202127,
Individuos obesos apresentaram aumento na termogénese sem
tremores no TAM um ano apos a perda de peso induzida pela
operacao, demonstrando que o TAM pode ser recrutado apds os
procedimentos bariatricos em humanos?. Adicionalmente, a CB
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Setas pretas indicam o nucleo do adipécito; “*” indicam as goticulas de gordura; letras diferentes acima das barras representam diferencas estatisticas entre os grupos.
Graficos estdo expressos com médias+EPM. ANOVA uma-via com pos-teste Tukey(p< 0,05, n=5-6)

FIGURA 1 - Fotomicrografias representativas do TAM (H&E 40x): a) CTL; b) OHi-FO; c) OHi-DDJ; d) peso do TAM,; e) proliferacdo dos

nucleos dos adipdcitos; f) area do adipdcito.
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Letras diferentes acima das barras representam diferencas estatisticas entre os grupos. Gréficos estdo expressos com médias+EPM. ANOVA uma-via com pos-teste

Tukey (p< 0,05, n=5-6).

FIGURA 2 - Fotomicrografias representativas do TAM (H&E 40x; escala 50,0um): as colunas representam a porcentagem (%) de
ocupacao de nucleo (Figura 2b), de TAB (Figura 2¢) e de VCE (Figura 2d), respectivamente. As setas pretas na primeira
coluna indicam o nucleo do adipdcito; na segunda, indicam a gordura armazenada; na terceira, indicam VCE.

mostrou impacto benéfico na atividade metabdlica do TAM em
pacientes obesos mérbidos2. O aumento da atividade do tecido
adiposo marrom/bege induzida pela perda de peso ocasionado
pela operacédo ocorre independentemente de alteragdes na
atividade hipotaldamica® e a atividade do TAM foi aumentada
em obesos ndo diabéticos e inalterado em obesos diabéticos
submetidos a CB?'.

Camundongos submetidos a CB por diferentes técnicas
apresentaram aumento da termogénese no TAM, mediado pelo
aumento nos niveis de hormonio do crescimento e pelo fator de
crescimento semelhante a insulina-16. Por outro lado, nenhuma
diferenca significativa foi observada no volume do TAM aos 6 e
12 meses apds os procedimentos bariatricos em pacientes com
obesidade morbida'™.

Até o presente momento nenhum estudo demonstrou
os efeitos da CB no modelo OHi. Este disturbio da obesidade é
causado pordanos no hipotalamo, levando a alteragdes metabdlicas
e enddcrinas. Tratamentos convencionais da obesidade néo sdo
eficazes em pacientes com estes transtornos®. Utilizando roedores
submetidos ao MSG como modelo experimental para estudara OHi,
nosso grupo demonstrou que a DDJ melhorou a homeostase da

glicose e sensibilidade ainsulina, normalizou a fun¢do e diminuiu a
proliferacdo celular dasilhotas pancreéticas, assim como melhorou
o perfil lipidico e a esteatose hepatica'>?%. No presente estudo,
contribuimos um pouco mais para o entendimento dos efeitos
da CB na obesidade OHi. Identificamos o menor acimulo de
lipidios, aumento no nimero de nucleos e o re-estabelecimento
do percentual de drea ocupada pelos nucleos, no TAM de ratos
OHi-DDJ. Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que a
DDJ em animais OHiteve efeito proliferativo no TAM, possivelmente
aumentando a sua atividade, considerando a normalizacdo nos
niveis e sensibilidade a insulina e melhorando o tonus do SNS.

CONCLUSAO

O procedimento DDJ em ratos OHi reduz o acimulo de
lipidios, tamanho dos adipdcitos e aumenta o nimero de nuicleos
no TAM, sugerindo reativacdo da termogénese neste tecido. As
alteragdes morfoldgicas induzidas pela cirurgia DDJ em roedores
obesos refletem na melhora da capacidade metabdlica do TAM.
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