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RESUMO

SANTOS, Aline de Sousa dos. Efeito da dieta contendo 6leo de canola sobre a composi¢ao
corporal e a estrutura 6ssea de ratas jovens e de ratas adultas ovariectomizadas. 2016. 118 f.
Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A homeostase 0ssea € modulada por fatores nutricionais e hormonais. A baixa relacdo
O0mega-6/6mega-3, observada no éleo de canola, apresenta efeitos benéficos para a integridade
Ossea. O maior conhecimento sobre a acdo dos acidos graxos sobre a estrutura 0ssea pode
beneficiar mulheres na menopausa, reduzindo o risco de doencas osteometabolicas e de fraturas.
Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da dieta contendo 6leo de canola sobre a
composicdo corporal e a estrutura 6ssea de ratas, ao longo do desenvolvimento, na presenca e
na deficiéncia de esterdides sexuais femininos. Ratas Wistar receberam dieta normolipidica
contendo 6leo de soja (grupo S) ou 6leo de canola (grupo C) dos 21 aos 180 dias de vida. Aos
90 dias, as ratas foram ovariectomizadas (OVX) ou pseudo-operadas (SHAM), formando 4
grupos: ShamS, ShamC, OVXS e OVXC. A eutanasia ocorreu aos 60, 90 e 180 dias, sendo
analisados: ingestdo alimentar, massa e comprimento corporal, teste de tolerdncia a glicose,
HOMA, insulina e estradiol plasmaticos, perfil lipidico, proteinas plasmaticas, composi¢do
corporal por absorciometria de feixe duplo de raios-X (DXA), tomografia computadorizada
(TC), contetdo de triglicerideo, colesterol e glicogénio hepéaticos, morfologia do pancreas, do
tecido adiposo e do figado. Em fémur e quarta vértebra lombar (VL4) foram analisados o
contetdo (CMO) e a densidade minerais 6sseos (DMO), a area 6ssea (AO) e a radiodensidade
da cabeca do fémur (RCF) e do corpo vertebral (RCV). Aos 60 dias: ndo houve diferenga entre
0S grupos quanto a ingestao alimentar, composicdo corporal e parametros 6sseos. O grupo C
apresentou intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, aumento da area da
ilhota pancreatica, menor area de adipdcito, aumento da massa do figado, aumento de
triglicerideo e glicogénio hepaticos, micro esteatose hepatica, aumento de fosfatase alcalina e
alanina transaminase e menor concentracdo de estradiol. Aos 90 dias: ndo houve diferenca entre
0s grupos em todos os aspectos analisados, exceto, a menor area do adipdcito e 0 aumento de
fosfatase alcalina e glicogénio hepético no grupo C. Aos 180 dias: a ingestdo alimentar e o
comprimento corporal foram similares entre os quatro grupos. Os grupos OVX apresentaram
intolerancia a glicose; maiores massa corporal, adiposidade, area de adipdcitos e concentracdes
plasmaéticas de fosfatase alcalina; e menores massa magra, massa do Utero, concentracdo de
estradiol, DMO de fémur e VL4, RCF e RCV. O grupo OV XS apresentou hipercolesterolemia.
O grupo OV XC apresentou resisténcia a insulina, aumento de triglicerideo hepatico e esteatose
hepéatica. A dieta contendo 6leo de canola ndo promoveu maior pico de massa 6ssea na
maturidade sexual, aos 60 dias, e nem preveniu a perda éssea no periodo de deficiéncia
estrogénica. Adicionalmente, foi deletéria para o metabolismo glicidico e promoveu danos
hepaticos, nas ratas jovens e, quando associada a deficiéncia estrogénica exacerbou as
alteraces glicidicas e hepéticas.

Palavras-chave: Composicao corporal. Estrutura dssea. Oleo de canola. Ovariectomia. Ratas.



ABSTRACT

SANTOS, Aline de Sousa dos. Effects of diet containing canola oil on body composition and
bone structure of young rats and ovariectomized adults rats. 2016. 118 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Bone homeostasis is modulated by dietary and hormonal factors. Low omega-6/omega-
3 ratio, present in canola oil, promotes beneficial effects on bone integrity. The understand
about fatty acids action on bone structure can benefit menopausal women, reducing the risk of
bone metabolic diseases and fractures. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of
diet containing canola oil on body composition and bone structure of rats throughout the
development, in the presence and deficiency of female sex steroids. Wistar rats fed diet
containing soybean oil (S group) or canola oil (C group) from 21 to 180 days old. At 90 days,
the rats were ovariectomized (OVX) or sham-operated (SHAM), creating 4 groups: Shams,
ShamC, OV XS and OVXC. Euthanasia occurred at 60, 90 and 180 days and were analyzed:
food intake; body weight and body length; glucose tolerance test; HOMA; plasmatic insulin
and estradiol; lipid profile; plasmatic proteins; body composition by dual energy X-ray
absorptiometry (DXA); computed tomography (CT); hepatic triglyceride, cholesterol and
glycogen; pancreatic, adipose tissue and liver morphology. In femur and fourth lumbar vertebra
(VL4) were analyzed bone mineral content (BMC) and bone mineral density (BMD), bone area
(AO), radiodensity of femoral head (RCF) and radiodensity of vertebral body (RCV). At 60
days: there was no difference between groups in food intake, body composition and bone
parameters. C group showed glucose intolerance, hyperinsulinemia, insulin resistance,
increased pancreatic islet area, lower adipocytes area, increased liver weight, increased hepatic
triglyceride and glycogen, hepatic steatosis, increased alkaline phosphatase and alanine
transaminase, and lower estradiol concentrations. At 90 days: there was no difference between
the groups in all aspects analyzed, except, lower adipocyte area and increased alkaline
phosphatase and hepatic glycogen in the C group. At 180 days: food intake and body length
were similar among the groups. OV X groups showed glucose intolerance; higher body weight,
adiposity, adipocytes area and plasmatic alkaline phosphatase; and lower lean mass, uterine
mass, estradiol concentrations, BMD of femur and VL4, RCF and RCV. OVXS group had
hypercholesterolemia. OVXC group showed insulin resistance, increased hepatic triglyceride
and hepatic steatosis. The diet containing canola oil promoted no higher peak bone mass at
sexual maturity, at 60 days, and not prevented bone loss in estrogen deficiency period.
Additionally, it was harmful to glucose metabolism and promoted hepatic damage in young
rats, and when associated with estrogen deficiency exacerbated glucose and liver alterations.

Keywords: Body composition. Bone structure. Canola oil. Ovariectomy. Rats.
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INTRODUCAO

Um aspecto diferencial dos seculos XX e XXI € a transicdo demografica caracterizada
pelo aumento da expectativa de vida das populagdes. Estima-se que, de 1996 a 2025, o
percentual de idosos aumentara cerca de 200% nos paises em desenvolvimento. O Brasil vem
seguindo essa tendéncia mundial, com a estimativa de mais de 33 milhdes de idosos em 2025,
que o tornara o sexto pais com a maior populacéo de idosos no mundo (FREITAS et al, 2002;
SILVA et al, 2006). Atualmente, a expectativa de vida populacional brasileira é de 75,2 anos,
sendo nos homens a média de 71,6 anos e nas mulheres de 78,8 anos (IBGE, 2014). Frente a
nova realidade, as mulheres passaram a viver mais tempo com os efeitos deletérios da perda
da funcdo gonadal, que além de causar diversos distrbios sistémicos provoca a perda da
integridade Ossea, aumentando a probabilidade do desenvolvimento da osteoporose. Nesta
condicdo, o maior risco de fraturas esta associado a morbidades que tornaram a osteoporose
um problema de saude publica (RINALDI, 2004; COMPSTON, 2006; HADJI et al, 2007,
ADAMI et al, 2009).

O tecido Osseo é dindmico e sua renovacdo € continua, através do processo de
remodelacdo Ossea (FATORRE et al, 2010). Fatores genéticos, hormonais e nutricionais,
atuando de forma isolada e em agdo combinada, modulam a homeostase 6ssea. Dentre 0s
fatores nutricionais, os lipidios tém um importante papel na regulacdo do metabolismo dsseo,
durante os periodos de crescimento e desenvolvimento, e que se mantém no adulto
(CORWIN, 2003).

Na composicdo lipidica, os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa se destacam
pelos efeitos benéficos para a integridade 6ssea, quando consumidos em quantidades
apropriadas (KRUGER et al, 2010). O acido linoléico (familia do 6mega-6) e o &cido alfa
linolénico (familia do 6mega-3), acidos graxos essenciais, tém proporcdes especificas para
atuar sobre o metabolismo 6sseo (RUXTON et al, 2007; ZEVENBERGEN et al, 2009). A
alta proporcdo 6mega-6/6mega-3 estd associada a efeitos negativos sobre a fisiologia 0ssea,
com maior estimulo para a reabsor¢do 6ssea, enquanto, uma baixa proporgdo 6mega-6/6mega-
3 estimula formacdo ossea (WATKINS et al, 2000; WEISS, BARRET-CONNOR & VON
MUHLEN, 2005).

Com o intuito de melhorar a qualidade de vida de mulheres na menopausa, reduzindo
o risco de doengas osteometabdlicas e de fraturas, dentre outros fatores, busca-se conhecer

melhor o papel dos &acidos graxos da dieta sobre a composicdo corporal e o metabolismo
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0sseo. Dessa forma, o presente estudo pretende analisar o efeito de dieta contendo 6leo de
canola (baixa propor¢do dmega-6/6mega-3) sobre a composicao corporal e a estrutura éssea
de ratas ao longo da vida, estudando fases importantes no processo de formacéo 6ssea, como a
puberdade, a vida adulta e a fase de perda da funcdo gonadal, através de pesquisa

experimental em condigdes controladas e anélise quantitativa dos dados.
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1 REVISAO DA LITERATURA

A tematica em questdo no presente trabalho € bastante abrangente e, foram destacados
trés temas para discussdo: o metabolismo 6sseo, 0s &cidos graxos, e a acdo dos hormonios
sexuais femininos. Os temas s&o independentes e interligados simultaneamente. A opgéo
escolhida para o desenvolvimento de ideias na revisdo da literatura tem inicio com o tema
metabolismo 0sseo, ressaltando suas caracteristicas histoldgicas, fisioldgicas e funcionais.
Esse tema inicial est4 relacionado com os demais, uma vez que o 0sso sofre influéncias de
fatores nutricionais e hormonais. Em continuidade, foi abordado o tema dos hormonios
sexuais femininos e suas agdes no organismo, destacando seu efeito no osso. Por fim, a
caracterizacdo e atuacao dos acidos graxos insaturados no metabolismo, ressaltando o papel
do 6leo de canola e o Oleo de soja, que sdo, respectivamente, acidos graxos mono e
poliinsaturados.

1.1 Osso: organizagéo estrutural e metabolismo

O esqueleto é composto de osso e cartilagem. Estes tecidos sdo compostos de
populacdes de células funcionalmente distintas que promovem o suporte estrutural e a
integridade mecénica e bioquimica do esqueleto. As fun¢des do esqueleto, que incluem o
papel no crescimento, locomocao, sustentacdo, hematopoiese, homeostase de ions e protecdo
de 6rgdos vitais, sdo fundamentais para um organismo saudavel (FARQUHARSON &
STAINES, 2011). Anatomicamente, o esqueleto pode ser dividido em axial e apendicular,
definindo como esqueleto axial os ossos do crénio, da coluna vertebral e da bacia e, como
esqueleto apendicular, os 0ssos dos membros inferiores e superiores (LAZARETTI-CASTRO
& BIANCO, 2013).

Sob o aspecto morfol6gico, o tecido 6sseo € dividido em osso cortical e 0sso
trabecular. O osso cortical constitui 80% da massa 60ssea total, € compacto, compreende as
camadas concéntricas externas dos 0ssos do esqueleto apendicular (0ssos longos) e recobre,
como uma fina camada, a superficie do esqueleto axial (bacia e vértebras). O osso trabecular é
formado por inimeras trabéculas dsseas, apresentando um aspecto esponjoso. Constitui cerca

de 20% da massa 6ssea total e pode ser encontrado, predominantemente, nos 0ssos chatos,
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como Vértebras, bacia e escapula, e também nas metafises dos o0ssos longos (LAZARETTI-
CASTRO & BIANCO, 2013).

O tecido 6sseo é composto por uma matriz extracelular formada por componentes
organicos (35%), inorganicos (60%) e agua (5%), sendo apenas uma pequena parte da massa
Ossea correspondente as células: osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (WEHRLI, 2007).

O principal componente da matriz organica é o colageno tipo | (90%), no entanto,
outras proteinas estdo presentes na matriz ssea, como a osteocalcina que € sintetizada pelos
osteoblastos, a osteonectina e as proteinas osteoindutoras — fator de transformacdo do
crescimento B (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1 e IlI), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF) e proteinas osteomorfogénicas (BMP). A parte inorgéanica
do osso é composta por célcio e fosforo, rearranjados sob a forma de cristais de hidroxiapatita,
juntamente com outros componentes como, sodio, potassio, magnésio e bicarbonato. Esta
combinacdo de componentes na matriz Gssea permite ao 0sso apresentar elasticidade e
resisténcia a compressdao (WEHRLI, 2007; LAZARETTI-CASTRO & BIANCO, 2013).

Em relacdo aos componentes celulares, os osteoblastos sdo células de formacéo dssea
originados de células mesenquimais sob a influéncia de fatores de crescimento locais (FGF e
BMP) e de fatores de transcricdo Runx2 e Osterix (GUNTUR & ROSEN, 2011). Expressam
um ligante para o receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL), que ¢ importante para a
diferenciacdo de osteoclastos e, também a osteoprotegerina (OPG), que inibe a ligacdo do
RANKL ao receptor ativador do fator nuclear kB (RANK) e, a osteoclastogénese (KRUGER
et al, 2010).

Os ostedcitos sdo osteoblastos que apds mineralizagdo do ostedide ao seu redor ficam
aprisionados em lacunas dsseas. Essas células sdo responsaveis pela troca de nutrientes e
metabolitos com o sangue e agem como sensores capazes de detectar deformidades exercidas
por forgcas mecénicas, orientando o processo de remodelamento e promovendo uma adaptacdo
da estrutura 6ssea (LAZARETTI-CASTRO & BIANCO, 2013).

Os osteoclastos séo células gigantes e multinucleadas que estdo relacionadas com a
reabsorcao 6ssea. Tem origem de células tronco hematopoéticas, que sob estimulo dos fatores
de transcricdo — PU.1, fator estimulante de colénia de macréfagos (M-CSF) e fator de
transcrigdo induzido por microftalmia (MITF) — se diferenciam em linhagem de
monocito/macréfago (precursor de osteoclastos). Os precursores de osteoclastos apresentam
em suas membranas RANK e, a ligacdo do RANK ao RANKL, expresso pelos osteoblastos,
promove a diferenciagdo e formacdo de osteoclastos maduros (CROCKETT et al, 2011,
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MELLIS et al, 2011). O processo de formacdo das células 6sseas pode ser observado na

Figura 1.

Figura 1 — Processo de formacéo das celulas dsseas

PU.1
M-CSF

c-fims

MITF

g

OJo
OJO)

Células tronco
hematopoiéticas

Runx2

0

Células tronco

—_—>

C-STC
Catepsina K
avf3

oPG

Células osteogénicas

RAMKL

Runx2
Osx
B-Catenina

—_—

R

Osteoclastos

Osteoblastos

Células osteoprogenitoras

l PPARy2

Adipécitos

mesenquimais

Legenda: (A) Diferenciacéo e maturagdo de osteoclastos. (B) Formagéo dos osteoblastos.
Fonte: adaptado de KRUGER et al, 2010.

O tecido 6sseo é dindmico e esta em constante modificacdo devido a trés processos:
crescimento, modelacdo e remodelagdo Ossea. O 0sso pode ser formado por dois diferentes
mecanismos — ossifica¢do intramembranosa ou ossificacdo endocondral.

A ossificacdo intramembranosa é efetuada por osteoblastos originarios de células
mesenquimais, os quais sintetizam, primordialmente, um tecido 0sseo desorganizado, que é
gradativamente substituido por um osso de conformacgdo lamelar (Figura 2). Este tipo de
ossificagdo contribui para o crescimento dos 0ssos curtos e alargamento dos 0ssos longos.
Também forma os ossos frontal, parietal, parte do occipital, temporal e maxilar superior e
inferior (LAZARETTI-CASTRO & BIANCO, 2013).
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Figura 2 — Ossificagdo intramembranosa
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Legenda: 1- Condensacdo do mesénquima em suaves camadas permeadas por capilares sanguineos; 2-
Deposicdo de tecido ostedide por osteoblastos na superficie mesenquimal, aprisionamento dos
primeiros ostedcitos e formacao do peridsteo; 3- Trabéculas dsseas formadas por deposicdo mineral
continua e formacdo de 0sso esponjoso; 4- Superficie dssea preenchida por deposicdo 6ssea,
convertendo 0SSO €esponjoso em 0sso compacto. Persisténcia de 0sso esponjoso na camada
intermediaria.

Fonte: adaptado de THE MCGRAW-HILL COMPANIES, [20--].

Em contrapartida, a ossificagdo endocondral ocorre a partir de um molde de cartilagem
oriundo de precursores mesenquimais que secretam Vvarios componentes de matriz
extracelular de cartilagem, incluindo colageno tipo Il e proteoglicanas (FARQUHARSON &
STAINES, 2011). O molde de cartilagem se expande através da proliferacdo de condrocitos.
Em sua regido central ¢ formado o centro primario de ossificacdo, com a invasao de vasos
sanguineos e a migracdo de células dsseas, onde ocorre a sintese e mineralizacdo de matriz
Ossea através dos osteoblastos. O centro primério de ossificacdo se expande até atingir as
extremidades do modelo de cartilagem, com os osteoclastos removendo matriz extracelular
cartilaginosa e osteoblastos depositando matriz 6ssea na cartilagem remanescente. Em 0ssos
longos, um centro secundério de ossificagdo é formado em cada extremidade do modelo de
cartilagem, deixando uma placa de crescimento cartilaginosa entre 0s centros primarios e
secundarios. Esta placa de crescimento é responsavel pelo crescimento longitudinal do 0sso e,
a maturidade Ossea € alcancada quando a expansao do centro primario atinge o centro
secundario de ossificacdo (Figura 3) (MACKIE, TATARCZUCH & MIRAMS, 2011,
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WOLFF et al, 2012). A ossificacdo endocondral € responsavel pelo crescimento dsseo linear
na placa epifisaria durante a vida pré e pds-natal, formando os 0ssos longos, coluna vertebral,
bacia e base do cranio. Inumeros fatores estdo envolvidos na regulacdo do desenvolvimento e
crescimento 0sseos, dentre eles: BMP, TGF-B, IGF-I, IGF-Il e FGF (FARQUHARSON &
STAINES, 2011).

Figura 3 — Ossificacdo endocondral
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Legenda: 1- Modelo inicial de cartilagem; 2- Formacdo do centro primario de ossificagdo, colar dsseo e
periosteo; 3- Invasdo vascular, formagdo da cavidade medular priméria e surgimento do centro
secundario de ossificagdo; 4- Osso ao nascimento: cavidade medular priméaria em expansdo e
surgimento da cavidade medular secundaria na epifise; 5- Osso de crianca: placa epifisaria na
extremidade distal; 6- Osso de adulto: Unica cavidade medular e placa epifisaria fechada.

Fonte: adaptado de THE MCGRAW-HILL COMPANIES, [20--].

O crescimento 0sseo cessa em certa idade, porém, os processos de modelacdo e
remodelacdo persistem durante toda a vida. Estes processos sdo sincronizados e coordenados
e permitem uma dindmica 6ssea com o intuito de manter o volume 0sseo e a homeostasia do
calcio (MAEDA, TAKAHASHI & KOBAYASHI, 2013).

A modelacdo 6ssea é a responsavel pela arquitetura 6ssea, englobando aspectos como
forma, tamanho, quantidade e estrutura tecidual, sendo influenciada por estimulos mecénicos
externos e ndo mecanicos locais ou sisttmicos. Para a formacéo de um 0sso resistente, a forca

mecanica submetida a peca promove tensdo e deformacdo, fundamentais para induzir a
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resposta celular fisiologica de formacao ou reabsor¢do em determinados pontos do esqueleto,
coordenada pelos ostedcitos. No local onde uma forga é exercida existe uma reacdo para
formacdo éssea, enquanto, no local de menor tensdo predomina a reabsorcdo Ossea
(LAZARETTI-CASTRO & BIANCO, 2013).

O processo de remodelacao ¢ssea ocorre de forma mais intensa no 0sso trabecular que
no cortical, com uma taxa de cerca de 10% ao ano e, com o objetivo de renovar o tecido, sem
necessariamente alterar a arquitetura. O processo é caracterizado por uma sequéncia de quatro
eventos que dura cerca de 3 meses para se completar: 1) ativacdo: fase de inducédo/ativacao
dos osteoclastos, dependente da citocina RANKL e do fator de crescimento CSF-1. Ocorre em
local definido por ostedcitos a partir de estimulos locais ou sistémicos; 2) reabsorc¢do:
digestdo e degradacdo da matriz 6ssea mineralizada pelos osteoclastos, processo que dura
cerca de 15 dias; 3) reversdo: periodo entre o fim da reabsorcédo e o inicio da formacédo 6ssea,
quando células mononucleares limpam o local e cobrem a superficie com uma substancia tipo
cimento, que serve de guia para os osteoblastos, durando cerca de 1 a 2 semanas e; 4)
formacdo: osteoblastos recém ativados preenchem a lacuna de reabsorcdo com uma matriz
organica composta, principal e inicialmente, por fibras de colageno tipo I, sendo a matriz
mineralizada ap6s 3 semanas (Figura 4) (SANTOS-ARAUJO & LEITE-MOREIRA, 2007;
LAZARETTI-CASTRO & BIANCO, 2013).

Figura 4 — Etapas da remodelacdo 0ssea

Precursor de
osteoclasto Precursores de

osteoblastos
< . Unidade de
\ Osteoclasto . Osteoblasto
o Osteoclasto ativo ' remodelacio

. . . o
Células de revestimento dsseo - / [(;—-\ j Ossea
r ] | ] & .\ '."'J\:"u"-‘ I._J D ]®
- YR [
W= _~— Ostedid
Superficie 6ssea “%2\ eoice
em repouso Reabsorgdo X W N
/x A Ativacdo x Reversdo x Formacdo 6ssea Mineralizacdo
rd

Ostedcito
3 semanas

Fonte: adaptado de THE MCGRAW-HILL COMPANIES, [20--].
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A remodelacdo Ossea depende de fatores ambientais e sistémicos, incluindo forcas
mecanicas, hormonios, fatores de crescimento e citocinas. Hormonios como o0 paratormonio
(PTH) e a 1,25(0OH). vitamina D estimulam a reabsor¢do 0ssea por atuar diretamente nos
osteoblastos, aumentando a producdo de RANKL e estimulando a diferenciacdo para
osteoclastos ativos (MAEDA, TAKAHASHI & KOBAYASHI, 2013). A reabsor¢do dssea
também € estimulada por citocinas como, o fator de necrose tumoral o (TNF-0) e as
interleucinas (IL-1, IL-2 e IL-6), além do fator de crescimento TGF-o. (ADAMAPOULOQOS et
al, 2006; PAULA & ROSEN, 2010). Por outro lado, inibidores da reabsorcdo 6ssea, como
estrogénios e BMP estimulam a producédo de OPG, diminuindo a quantidade de osteoclastos
ativos ou inibindo diretamente os osteoclastos, como é o caso da calcitonina (INZERILLO,
ZAID & HUANG, 2002; BEZERRA et al, 2005). A vitamina D também promove uma acéo
benéfica ao 0sso, uma vez ligada ao seu receptor estimula a sintese de proteinas como
osteocalcina e fosfatase alcalina em osteoblastos, alem de estar envolvida no metabolismo do
calcio, sendo fundamental para uma boa mineralizagdo Ossea (BARRAL, BARROS &
ARAUJO, 2007). A insulina, por sua vez, atua promovendo formacio Gssea através da sintese
de colageno e da proliferacdo e atividade dos osteoblastos. Outros fatores estimuladores da
formacdo Ossea sdo os IGF e 0 TGF-B (ZILLIKENS et al, 2010).

Durante a infancia e adolescéncia a formagdo excede a reabsorgdo, promovendo
aumento da massa 6ssea, sendo este periodo de vida critico para a aquisi¢cdo do pico de massa
6ssea. No individuo adulto, o balanco entre a formacdo e a reabsor¢do mantém a massa 0ssea
constante (COBAYASHI, LOPES & TADEI, 2005; KRUGER et al, 2010). Enquanto no
periodo de senescéncia ocorre perda Ossea devido a um maior processo de reabsorgao Ossea.
Em individuos idosos, a perda de célcio e a fragilidade dssea, ocasionada pela diminuicdo da
sintese protéica e da porcdo organica da matriz 0ssea, levam ao quadro de osteopenia e,
consequentemente, osteoporose (KHOSLA & RIGGS, 2005).

1.2 Horménios sexuais femininos e suas a¢Ges metabolicas

Os esteroides sexuais incluem o0s estrogénios, progestagenos e androgénios. Os
estrogénios compreendem a estrona (E1), o estradiol (Ez) e o estriol (E3), dentre os quais, 0
estradiol, sintetizado pelos foliculos ovarianos, € o principal, 0 mais produzido e de maior

acao biologica durante a fase reprodutiva das mulheres. A estrona é oriunda, principalmente,
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da conversdo de androgénios em tecidos periféricos e, também é secretada pelo ovario, em
pequenas quantidades. O estriol tem papel relevante no terceiro trimestre gestacional e sua
producdo ocorre no figado materno, a partir de sulfato de desidroepiandrosterona (DHEA),
um andrdégeno de origem fetal. Quantidades minimas podem ser produzidas pelo ovério, a
partir de estrona. Em relacdo aos progestdgenos, o mais importante é a progesterona,
produzida pelo corpo lateo, placenta, e também na zona reticulada da adrenal. Os androgénios
— androstenediona, testosterona e diidrotestosterona — sdo produzidos em pequenas
quantidades pelos ovarios e outros também tem origem no cértex adrenal. Podem ter efeito
direto em células alvo ou atuar como precursores de estrogenos (SPRITZER et al, 2008;
LIMA & SERTIE, 2009; FRANCI & ANSELMO-FRANCI, 2013).

Os hormonios sexuais desenvolvem sua resposta biologica através de receptores
especificos. Os estrogenos tem a agdo mediada por receptores estrogénicos (ER) dos tipos a e
B (ERo e ERP), pertencentes a uma superfamilia de receptores nucleares. Seu mecanismo de
acdo leva a mudancas celulares através de diferentes vias. Na via classica ou gendmica, 0
estrogénio entra na célula e se liga ao ER, formando um complexo que migra para o nucleo. O
complexo ERa-E: ativa a transcricdo génica, enquanto o complexo ERPB-E> reprime a
transcricdo génica em locais de elementos de resposta ao estrégeno. A via gendmica resulta na
producdo de proteinas que levam ao efeito bioldgico, que ocorre no curso de horas (DEROO
& KORACH, 2006; VILLENA & KRALLI, 2008). Na via alternativa ou ndo gendmica, 0
efeito é rapido ocorrendo em minutos ou segundos, mediado pelo receptor de estrogénio
acoplado a proteina G (GPER). A ativacdo dessa via induz producdo de AMPc, mobilizacéo
de célcio intracelular e ativacdo de proteinas cinase, como a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)
e a cinase regulada por sinal extracelular (ERK) (PROSSNITZ & BARTON, 2011). A
progesterona medeia sua acao através de receptores A (PRa) e B (PRg), sendo essencial para a
implantacdo bem sucedida e sustento inicial do embrido, além da manutencdo em longo prazo
do feto (GENUTH, 2006).

Os horménios sexuais femininos agem no trato reprodutor, nas glandulas mamarias e
em diversos outros orgaos e tecidos. O estradiol promove a distribuigdo de tecido adiposo na
regido das mamas, coxas e quadris, sendo este padrdo ginecoide de distribuicdo de gordura
responsavel pela mudanca do formato corporal observado na puberdade; possui efeito
lipolitico; no sistema cardiovascular induz aumento de 6xido nitrico e promove vasodilatagdo
e, aumenta HDL e reduz colesterol e LDL, prevenindo a arteriosclerose; induz sinaptogénese,
estd relacionado com melhora na fungdo cognitiva/memoria, além de estar associado ao
comportamento sexual por aumentar a libido (LIMA & SERTIE, 2009; FRANCI &
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ANSELMO-FRANCI, 2013). O endométrio, um tecido alvo classico da acdo estrogénica,
sofre significativas mudancas morfofisioldgicas ao longo do ciclo menstrual (POUTANEN,
2012). Por sua vez, a progesterona prepara o endométrio para a implantacdo do zigoto; auxilia
na organizacdo da mama para a lactacdo; bloqueia a proliferacdo endometrial; tem efeito
ansiolitico e tranquilizante e, equilibra a predominéancia estrogénica (WOLFF et al, 2012).

No metabolismo désseo o estradiol € responsavel pelo acelerado crescimento linear e
pelo fechamento das epifises na puberdade e, em adultos, atua na manutencao da massa 0ssea.
A grande acao do estradiol no 0sso € inibir a reabsorcdo 0ssea. Para isso, diminui a formacéo
e atividade de osteoclastos e estimula sua apoptose, através do antagonismo a acdo do PTH,
da inibicdo da sintese de IL-6 e do estimulo a producdo de OPG. Entretanto, o estradiol
também estimula a formacdo Ossea por aumentar a sintese de TGF-f (KARSENTY, 2012;
OURY, 2012). Sua acdo no osso ¢ mediada tanto por ERa quanto por ERf, os quais estdo
presentes em condrdcitos, células estromais da medula dssea, osteoblastos e osteoclastos e
seus precursores (MANOLAGAS, KOUSTENI & JILKA, 2002; POUTANEN, 2012). Em
relacdo a progesterona, seu efeito é estimular a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos,

favorecendo a formacdo 6ssea (WOLFF et al, 2012).

1.2.1 Menopausa e suas consequéncias

A menopausa € um evento fisiolégico definido pela cessacdo permanente da
menstruacio, resultante da perda da funcdo folicular ovariana. E considerada natural ou
espontanea apés 12 meses consecutivos de amenorréia, sem causa patoldgica. Ocorre em
torno dos 52 anos de idade, porém, pode variar dos 40 aos 58 anos. E esperado que em 2025,
0 numero de mulheres em fase pds-menopausa seja de cerca de 1,1 bilhdo, em todo o mundo
(SHIFREN & GASS, 2014).

O climatério representa a transi¢cdo da vida reprodutiva para a fase ndo reprodutiva, no
gual ocorre a menopausa. Tomando a menopausa como ponto de referéncia, o climatério pode
ser dividido, em pré-menopausa, perimenopausa e pos-menopausa. A pré-menopausa se
caracteriza pela elevacdo gradual da concentracdo sérica do horménio foliculo estimulante
(FSH). A perimenopausa compreende 0 periodo que vai até a caracterizagdo da menopausa,
guando os sintomas da menopausa se intensificam. A pds-menopausa se caracteriza pela

exacerbacdo dos sintomas decorrentes do hipoestrogenismo e, concentracdes de FSH muito
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elevadas e estradiol muito baixo. O climatério € um periodo de declinio da func¢éo ovariana,
no qual os ciclos menstruais se tornam irregulares devido a alteragdo da fase folicular e da
secrecdo de hormonios ovarianos, e também, da dessincronizacao dos sinais neuro-endocrinos
no hipotalamo e hipdfise. E um processo complexo que implica em desconforto fisico e
efeitos negativos na qualidade de vida para a maioria das mulheres. Os sintomas do
climatério apresentam prevaléncia extremamente varidvel, sofrendo interferéncia de fatores
como dieta, nivel socio-econdmico, aspectos culturais, clima e o impacto emocional.
(ALDRIGHI et al, 2002; BURGER et al, 2008; HUANG et al, 2010)

As alteragBes metabdlicas decorrentes da deficiéncia estrogénica se estabelecem,
principalmente, nos 6rgdos horménio dependentes como Utero, mamas, 0SS0S e no sistema
cardiovascular. Alguns dos sintomas da perimenopausa Sd0 0S Ssangramentos uterinos
irregulares, fogachos (ondas de calor acompanhadas de sudorese), mudancas bruscas de
humor, distarbios do sono associados a fadiga e irritabilidade, alteracdes de memodria e
depressdo. Na pds-menopausa sdo comuns o0s sintomas como atrofia do endométrio, secura
vaginal, ganho de peso com acumulo de gordura abdominal (padrdo andréide de deposicao de
gordura), diminuicdo da libido, predisposicdo a infec¢cdes vulvares, incontinéncia urinéria,
além de disturbios vasculares, aumentando o risco para infarto do miocardio. Soma-se a esses,
as alteracOes na estrutura éssea que tem inicio com a perda de 0sso trabecular e a reducdo do
calcio 6sseo, que levam a osteopenia e favorecem o desenvolvimento de osteoporose.
(ALDRIGHI et al, 2002; LEWIS, HILDITCH & WONG, 2005; FRANCI & ANSELMO-
FRANCI, 2013; SHIFREN & GASS, 2014).

1.2.1.1 Menopausa e 0SS0

Dentre os disturbios ocasionados pela deficiéncia estrogénica da menopausa, a
osteoporose (Figura 5) é um dos mais complexos. E uma doenca esquelética sistémica,
silenciosa, caracterizada pela reducdo da massa 0Ossea, devido a diminuicdo da densidade
mineral 6ssea (DMO), que tem como consequéncia o aumento do risco de fraturas,
especialmente na coluna lombar, colo do fémur, punho e calcaneo. A osteoporose e incidéncia
de fraturas sdo de duas a trés vezes maiores nas mulheres do que nos homens, devido a
acelerada perda Ossea durante os primeiros cinco anos ap6s a menopausa (CLARKE &
KHOSLA, 2010; GUPTA et al, 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, no
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mundo, 13% a 18% das mulheres e 3% a 6% dos homens, acima de 50 anos, sofrem com a
osteoporose. No Brasil, 0 nimero de pessoas atingidas chega a 10 milhdes (BRASIL, 2016).

Figura 5 — AlteracGes da estrutura dssea associada & menopausa
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Fonte: http://www.herniadedisco.com.br/doencas-da-coluna/osteopenia-e-osteoporose

As fraturas contribuem, consideravelmente, para a morbidade e mortalidade entre
mulheres idosas (HADJI et al, 2007). Por isso, marcam o inicio de um importante declinio na
capacidade funcional do individuo idoso, com crescente custo ao sistema de saude, de tal
forma que a Organizacdo Mundial da Saude reconhece a osteoporose como um problema de
saude publica, tanto em mulheres quanto em homens (ADAMI et al, 2009).

Na mulher, o0 acimulo de massa 6ssea é menor durante o crescimento, em particular na
puberdade, resultando em 0ssos menores, com regido cortical mais fina e didmetro menor
(WIREN, 2005). Por outro lado, a melhor/maior formacao 6ssea na puberdade, atingindo pico
de massa dssea elevado na idade adulta (cerca de 35 - 40 anos) determina menores chances de
atingir o limiar de fratura ap6s a menopausa, prevenindo ou retardando a osteoporose
(KRAHE, 2003; SOOQT et al, 2005).

A acelerada perda de massa 6ssea gerada pelo processo de reabsor¢do dos osteoclastos
realizado de forma mais profunda nas cavidades, leva a remocao de elementos esponjosos
inteiros e perda da conex&o entre os restantes, um fendmeno que ocorre devido a remogéo do
efeito pro-apoptdtico do estradiol sobre os osteoclastos. Associado a isto, a auséncia do
estrogénio causa um aumento da prevaléncia de apoptose em osteoblastos e ostedcitos
(KOUSTENI et al, 2001; MANOLAGAS, KOUSTENI & JILKA, 2002; WIREN, 2005).

Assim, o desbalanco entre formacao e reabsorcdo Ossea favorece o ultimo, levando a uma
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acelerada perda dssea representada por 2% do 0sso cortical € 5% do 0sso trabecular, por ano
(CLARKE & KHOSLA, 2010; GUPTA et al, 2012).

Em mulheres, a osteoporose pode ser prevenida ou retardada maximizando o pico de
massa 0ssea através de modificacdes no estilo de vida. Mudancas nos habitos alimentares e
comportamentais desde a infancia, como a ingestdo de dieta adequada para maior formagéo
Ossea e a pratica de atividade fisica, contribuem para a melhor qualidade de vida no
envelhecimento (SOOT et al, 2005). No Brasil, visando minimizar o surgimento da
osteoporose, 0 Ministério da Saude criou em 22 de outubro de 2011, o Dia Mundial de
Combate a Osteoporose, uma campanha para prevenir a doenca desde a infancia (BRASIL,
2016).

O diagndstico da osteoporose é estabelecido por mensuracdo da densidade mineral
Ossea, atraves da absorciometria de dupla energia de raios-X (DXA) em coluna vertebral,
fémur e/ou antebragco ou em fratura por fragilidade (SHIFREN & GASS, 2014). A
densitometria dssea é considerada um biomarcador para riscos de fraturas nessas areas do
esqueleto (MILLER et al, 2005; GUPTA et al, 2012).

Algumas opcdes farmacoldgicas vem sendo indicadas para minizar a perda 0ssea e
prevenir a osteoporose em mulheres com alto risco de fratura, entendendo-se que a terapia
farmacoldgica deve ser individualizada, com base em avaliagdes risco-beneficio e
preferéncias pessoais. Por outro lado, as mulheres deveriam ser encorajadas a consumir /obter
calcio e vitamina D de forma adequada, assim como se engajar na pratica regular de
exercicios fisicos, evitar o tabagismo, limitar o consumo de alcool e modificar o ambiente
para reduzir os riscos de queda (SHIFREN & GASS, 2014).

1.3 Acidos graxos

Os acidos graxos sao normalmente compostos de cadeias lineares de hidrocarbonetos
com numero par de atomos de carbono na molécula, podendo ser saturados ou insaturados, e
representam os principais componentes de 0leos e gorduras. Sua origem pode ser endogena,
através da sintese de novo, hidrolise de triglicerideos e reciclagem de lipidios de membrana e,
também exdgena, através de fontes alimentares (GIOIELLI, 1996; SCHAFFER, 2002).

A nomenclatura dos acidos graxos € definida pela sua estrutura quimica, considerando

a extensao da cadeia e o0 grau de saturacdo. Quanto a extensdo da cadeia, 0s acidos graxos sao
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classificados como de cadeia curta, contendo menos de 6 carbonos; de cadeia média, 0s que
possuem entre 6 a 12 carbonos; de cadeia longa, os que possuem mais de 12 carbonos e; os de
cadeia muito longa, com mais de 22 carbonos. Quanto a saturacdo, 0s acidos graxos podem
ser classificados como: a) saturados (AGS) - apresentam uma unica ligacao entre carbonos e
sdo definidos como AGS de cadeia média (os acidos caproico, caprilico e caprico) e AGS de
cadeia longa (os &cidos laurico, miristico, palmitico e esteérico); b) monoinsaturados (AGMI)
- contém uma dupla ligacdo em sua cadeia na conformacéo cis; c¢) poliinsaturados (AGPI) -
contém de 2 a 6 duplas ligacBes na conformacéo cis e estdo dispostas em padrdo metileno
interrompido (LARSSON & QUINN, 1994; GIOIELLI, 1996).

Uma forma de representar os acidos graxos insaturados é citando a posicao do carbono
que recebe a primeira dupla ligacdo; a contagem comeca a partir do grupo metil terminal da
molécula, estando a dupla ligacdo na configuracdo cis e separada por um grupo metileno.
Assim, esses acidos graxos podem ser divididos em familias: dmega-9 (n-9) que compreende
os &cidos oléico (18:1), eicosatriendico (20:3), erucico (22:1) e nervonico (24:1); émega-7 (n-
7) representada pelo acido palmitoléico (16:1); dmega-6 (n-6) representada pelos acidos
linoléico (18:2), gama-linolénico (18:3), homo-gama-linolénico (20:3) e araquiddnico (20:4)
e; dmega-3 (n-3) representada pelos acidos alfa-linolénico (18:3), eicosapentaendico (20:5) e
docosahexaenoico (22:6) (GIOIELLI, 1996; SALARI et al, 2008).

Em geral, o acido linoléico (LA) é designado como 6mega-6, bem como, o &cido alfa-
linolénico (ALA) é retratado como dmega-3 e, por sua vez, o acido oléico como dmega-9.
Importante ressaltar que estes sdo apenas exemplares em suas respectivas familias. Outro
ponto de atencdo estd relacionado a descricdo que se observa na literatura sobre a razédo
Odmega-6/6mega-3, a qual faz alusdo a proporcéo entre &cido linoléico e alfa-linolénico.

Dentre as fontes alimentares que contém AGS, destacam-se 0s 6leos de palma, de
coco e de babacu com AGS de cadeia média; enquanto os AGS de cadeia longa estdo
presentes na manteiga de cacau, gordura do leite, banha e sebo. Em relacdo aos AGMI, o
acido oléico tem como fontes os 6leos de oliva, canola e alguns hibridos e, como exemplo de
fonte do &cido palmitoléico se destaca o 6leo de macadamia. Dentre os AGPI, o linoléico esta
fortemente presente nos oOleos de milho, soja, algod&o, girassol e acafrdo, enquanto, o alfa-
linolénico esta na linhacga, salmé&o, atum, cavalinha, anchova, dentre outros (VISENTAINER
et al, 2000; HOLUB, 2002; TVRZICKA et al, 2011).

Os AGS e AGMI sdo considerados acidos graxos ndo essenciais, pois conseguem ser
sintetizados pelo organismo. Por sua vez, alguns &cidos graxos sdo considerados essenciais,

como o linoléico, o linolénico e o araquidonico, por ndo serem sintetizados pelo organismo,
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devido a falta de enzimas responsaveis pela dessaturacéo, as quais estdo presentes apenas em
plantas e algas marinhas. Dessa forma, se faz necessaria a ingestdo dietética diaria desses
acidos graxos essenciais (RUXTON et al, 2007; ZEVENBERGEN et al, 2009).

1.3.1 Acidos graxos no organismo

A composicdo lipidica da dieta tem recebido uma atencdo particular, pois o tipo de
lipidio ingerido influencia de forma diferenciada o metabolismo (MIELKE et al, 2006;
FRANCO, 2009).

Em humanos, o LA e o ALA sdo necessarios para manter sob condi¢fes normais as
membranas celulares, as funcdes cerebrais e as transmissGes dos impulsos nervosos, além de
participar da transferéncia de oxigénio para o sangue, da sintese da hemoglobina e da diviséo
celular (MARTIN et al, 2006). O &cido docosahexaendico (DHA) atua na formacéo,
desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina e, sua deficiéncia estd associada com
anormalidades no desenvolvimento do sistema visual e diminui¢cdo da acuidade visual
(SANGIOVANNI & CHEW, 2005).

O consumo de Omega-6 estd associado a mudancas significativas nos niveis
sanguineos de lipoproteinas, provocando a diminuicdo de lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e de alta densidade (HDL), sem alterar os niveis de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (RICCARDIA, GIACCOB & RIVELLESE, 2003). A reducdo do HDL,
isoladamente, promovida pelo 6mega-6, é considerada um significativo fator de risco para
doencas cardiovasculares. Relatos relacionam 6mega-6 também a disturbios da coagulagéo,
inflamacdo e agregacdo plaquetaria (NOAKES & CLIFTON, 1998; DORFMAN et al, 2005).

Os acidos graxos da familia émega-3, particularmente o acido eicosapentaendico
(EPA), interferem na producdo de prostaglandina trombotica e tromboxano ou sé&o
transformados em prostaglandinas anti-trombdticas e apresentam acgdes vasculares e
hemostaticas, demonstrando beneficios sobre doengas coronarianas e prevencdo de doencas
auto-imune, pela reducdo do processo inflamatorio (VISENTAINER et al, 2000;
WAHRBURG, 2004).

Em relacdo a composicao corporal, muito se tem discutido a respeito da acdo do &cido
linoléico conjugado (CLA), que é considerado uma gordura trans, visto que ha presenca de
dupla ligacdo na configuracdo trans e ndo séo separadas por um grupo metileno. Em modelos
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experimentais, a redugdo do peso e da gordura corporal ndo é consenso. Camundongos
suplementados com 0,5% de CLA exibiram diminuicdo de 60% da gordura corporal e
aumento de 14% na massa magra, enquanto ratos suplementados com a mesma quantidade
apresentaram reducdo modesta de 15% — 25% da gordura corporal (PARK et al, 1999;
AZAIN et al, 2000). Em humanos, os estudos com CLA s&o limitados e discordantes
(MOURAO et al, 2005), ndo sendo aprovada sua comercializacdo para fins de reducéo da
gordura corporal (ANVISA, 2007).

Os é&cidos graxos também influenciam o metabolismo &sseo, nos periodos de
crescimento e desenvolvimento e, na vida adulta, reduzem o risco de fraturas de vértebras e
fémures. Sua acdo ocorre pela modulacdo da biossintese de prostaglandinas, produzidas pelas
células osteogénicas, que sdo reguladoras da formacao e da reabsorcéo 6sseas (BARHMAN et
al, 2000; WATKINS et al, 2001; SACCO et al, 2009). Como exemplo de moduladores do
metabolismo dsseo, os AGPI de cadeia longa, principalmente os que contém mais de 18
carbonos, sdo considerados os mais benéficos (KRUGER et al, 2010).

O LA ¢ precursor do acido araquiddnico (AA), necessario para a sintese de
prostaglandina E» (PGEz) e leucotrienos da série 4 — ambos desempenhando acgdo pro-
inflamatoria. Além disso, PGE> é um potente modulador da remodelacdo 6ssea. Em excesso
esta associado a reabsorcao Ossea, enquanto, em baixa concentragdo estimula formacgédo 6ssea
(CORWIN, 2003). Por sua vez, o ALA é precursor do EPA e do DHA, fundamentais para a
sintese de prostaglandina Ez (PGEz3) e leucotrienos da série 5 (Figura 6). Ambos reduzem a
producdo dos derivados de AA, estimulam a formacdo 6Ossea e tem acdo anti-inflamatéria
(BARHMAM et al, 2000; KRUGER et al, 2010). O ALA aumenta a atividade da fosfatase
alcalina e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), relacionados com a
formacdo dssea (KRUGER & SCHOLLUM, 2005). A adi¢do de ALA e EPA na dieta esta
associada a reducdo da atividade osteoclastica e do turnover 6sseo e melhora da massa 6ssea,
sendo descrito como tratamento experimental contra osteoporose (WATKINS, LI &
SEIFERT, 2001; WATKINS et al, 2003; RAHMAN et al, 2009).
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Figura 6 — Metabolismo de &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
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Legenda: Acido linoléico e 4&cido alfa linolénico sdo desaturados e elongados por enzimas
desaturases/elongases para formar outros acidos graxos. PGE1, protaglandinas Ei; PGE,
prostaglandinas E2; PGEj3, prostaglandinas E3.

Fonte: adaptado de KRUGER et al, 2010.

Os beneficios do LA e do ALA para o metabolismo 0sseo, a prevencao e terapéutica
das doencas cardiovasculares, inflamatorias e metabdlicas, estdo relacionados ao consumo em
quantidades apropriadas (CORWIN, 2003; RUXTON et al, 2007; DECKELBAUM,
WORGALL & SEO, 2008). Assim, é importante ressaltar a proporcdo émega-6/6mega-3,
sendo varias as recomendacOes de ingestdo diaria estipuladas pelos 6rgdos de saude. A
Organizacdo Mundial de Salude e a Food and Agriculture Organization (FAO) recomendam
valores para a razdo 0mega-6/6mega-3 entre 5:1 — 10:1. No Canad4, a Scientific Review
Committee (SRC) recomenda valores entre 4:1 — 10:1 (SRC, 1990; WHO, 1995). No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) propde o consumo de 1g de EPA + DHA,
29 de ALA e 15g de LA, perfazendo a razdo 6mega-6/6mega-3 de 5:1 (ANVISA, 2001; KIM,
STEEL & CHANG, 2005).

Estudos indicam que a baixa razdo 6mega-6/6mega-3 promove beneficios para a
salde, destacando a menor incidéncia de doencas cardiovasculares; reducao nas inflamac6es

decorrentes da artrite reumatdide; diminuicdo dos sintomas da asma e; melhor controle
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glicémico em individuos diabéticos (STORLIEN et al, 1996; JAMES & CLELAND, 1997,
BROUGHTON et al, 1997; CONNOR, 2000).

No metabolismo ésseo, a alta razdo 6mega-6/6mega-3 esta associada a efeitos
negativos sobre a fisiologia 6ssea, com maior estimulo para a reabsorcdo 6ssea (KRUGER et
al, 2010). Enquanto, a baixa razdo 6mega-6/6mega-3 reduz a producdo de PGEy, levando a
formacdo dssea e reducdo da excrecdo urinaria de célcio (WATKINS et al, 2000; LUCIA,
FITZPATRICK-WONG & WEILER, 2003; WEISS et al, 2005). Dessa forma, fica evidente
que 0 aumento da ingestdo de alimentos ricos em acidos graxos da familia do 6mega-3 e a

reducdo na razdo dmega-6/6mega-3 sdo fatores importantes para a salde.

1.3.2 Oleos de soja e de canola; fontes de AGPI

Os oOleos vegetais sdo abundantes em AGPI e representam a principal fonte de lipidios
da dieta dos brasileiros. Dentre os diversos tipos de 6leos, o 6leo de soja é 0 mais consumido
pela populagdo brasileira, representando 82% do total de calorias oriundas de 6leos e gorduras
vegetais. O grande consumo de dleo de soja se deve ao fato da grande oferta e do custo mais
acessivel; o preco menor que o dos demais Gleos é determinante ao consumo por todas as
classes sociais. Este fato decorre do Brasil ser o maior produtor e exportador mundial de soja
desde 2003 (SIQUEIRA, 2004; LEVY-COSTA et al, 2005; ABIOVE, 2014).

O 6leo de soja, rico em AGPI, é composto basicamente por 15% de acidos graxos
saturados, 23% de acidos graxos monoinsaturados e 62% de acidos graxos poliinsaturados
(54% de LA e 8% de ALA). A elevada proporcdo de émega-6 determina uma alta razéo
O0mega-6/6mega-3, que é igual a 6,75 (MCDONALD, 2005).

O ¢leo de canola é um termo genérico, derivado de CANadian QOil Low Acid . Esse
oleo foi denominado pela diretoria da Associacdo de Colza no Canada em 1970, e em sua
descricdo oficial consta que deve conter baixos fatores antinutricionais, como o &cido erucico
e o glicosinolato, sendo indicado menos de 2% de acido erucico e 3 mg de glicosinolato por
grama de O0leo (CANOLA COUNCIL OF CANADA, 1999). A cultura da canola foi
introduzida no Brasil no inicio dos anos 90, com o intuito de produzir éleo de qualidade para
0 consumo humano. A produgdo do 6leo ocorre a partir do melhoramento genético de trés
espécies de plantas da familia das cruciferas, género Brassica (PRADO, LAGE &

SCAPINELLO, 2001). O baixo consumo do 6leo de canola, que corresponde a menos de 10%
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do total de calorias oriundas de Gleos vegetais, consumidas nos Estados Unidos e Brasil, é
decorrente do fato de ser o 6leo vegetal de maior custo disponivel no mercado (RUXTON et
al, 2007; LEVY-COSTA et al, 2005).

Em sua composicdo, o 6leo de canola contem 7% de AGS, 61% de AGMI e 32% de
AGPl (21% de LA e 11% de ALA), sendo considerado rico em acidos graxos
monoinsaturados e, apresentando a razdo 6mega-6/0mega-3 igual a 1,90, considerada baixa.
O éacido graxo oléico corresponde a 98% do total de AGMI presentes no 6leo de canola
(PRZYBYLSKI, 1999; MCDONALD, 2005).

Diversos estudos experimentais sdo realizados com diferentes éleos vegetais para
avaliar o efeito dos &cidos graxos sobre o metabolismo. Os resultados mostraram que o
consumo de dietas contendo 6leo de soja proporciona maior ganho de peso corporal em
roedores do que o consumo de dieta baseada em Gleo de peixe, rico em 6mega-3 (IKEMOTO
et al, 1996). Outro estudo revelou que ratos adultos/velhos alimentados com dieta
suplementada com 6leo de soja apresentaram aumento na pressao arterial, comparados a ratos
alimentados com dieta & base de 6leo de canola (AGUILA et al, 2002). Ainda comparando o
efeito do consumo dos Gleos de soja e de canola por ratos jovens, fica evidente que a dieta
cuja fonte lipidica é o 6leo de canola é benéfica por reduzir a massa de tecido adiposo
abdominal e a 4rea dos adipdcitos e melhorar a sensibilidade a insulina. Porém, € prejudicial a
integridade Gssea, por reduzir sua densidade mineral (COSTA et al, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O tecido 06sseo pode ser modulado por fatores nutricionais e hormonais. Em relacéo
aos fatores nutricionais, uma das recomendacfes para beneficiar o0 metabolismo 6sseo é o
consumo de alimentos com baixa razdo dmega-6/0mega-3. Ademais, 0s hormonios sexuais
femininos apresentam um efeito protetor e atuam na manutencdo da massa Ossea. Na
menopausa observa-se maior reabsor¢do 0ssea devido a perda do efeito protetor do estradiol
sobre 0s 0ssos. Dessa forma, nota-se a relevancia de esclarecer sobre a forma de acdo dos
acidos graxos sobre a estrutura 6ssea nos varios estagios da vida, em especial da mulher.

Nesse contexto, alguns questionamentos surgem: a) O consumo de dieta com baixa
razdo 6mega-6/6mega-3, na puberdade, pode estimular maior pico de massa 6ssea? E a
manutencdo do consumo dessa dieta na vida adulta previne risco de fratura 6ssea? b) O maior
pico de massa 6ssea pode reduzir a fragilidade dssea na deficiéncia de esterdides sexuais?

Assim, considerando a influéncia de fatores hormonal e nutricional sobre a integridade
0ssea, € relevante conhecer o papel dos &cidos graxos da dieta sobre 0 metabolismo 6sseo, na
presenca e na deficiéncia de esterdides sexuais femininos, avaliando periodos importantes
para o processo de remodelacdo 6ssea, como a puberdade, a vida adulta e a fase de perda da
funcdo gonadal. Tais esclarecimentos podem facilitar a escolha da fonte lipidica utilizada na

dieta que favoreca o metabolismo 6sseo nas mulheres.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de dieta contendo 6leo de canola sobre a composicao corporal e a
estrutura d6ssea de ratas, ao longo do desenvolvimento, na presenca e na deficiéncia de

esterdides sexuais femininos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar aos 60, 90 e 180 dias de vida de ratas higidas ou ovariectomizadas:

e O desenvolvimento corporal;

e Aspectos estruturais e radiologicos de fémur e coluna lombar;

e Aspectos histomorfométricos de pancreas, tecido adiposo e figado;
e Os indicadores do metabolismo glicidico e do perfil lipidico;

e As concentracBes plasmaticas de insulina e estradiol.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho se baseou no tipo de pesquisa explicativa/experimental. Nesse tipo de
pesquisa ha preocupacgdo em identificar fatores que determinam a ocorréncia de fendmenos,
manipulando alguns aspectos da realidade dentro de condicOes predefinidas, com o intuito de
verificar a relacdo de causalidade entre variaveis (GIL, 1991; MORAES & MONTALVAO,
1998). Para alcancar os objetivos foi empregado o método hipotético-indutivo, com a
percepcdo de lacuna nos conhecimentos, formulacdo de hipotese e testes da predicdo da
ocorréncia de fendomenos (LAKATOS & MARCONI, 1991). Os dados obtidos pela pesquisa
foram analisados de forma quantitativa e qualitativa.

O presente estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
tendo sido aprovado pelo Comité de Etica Para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais
(CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (IBRAG/UERJ), com protocolo n®° CEUA/040/2013.

4.1 Animais

Fémeas Wistar, aos 3 meses de vida foram acasaladas com machos em um sistema
poligdmico, na proporcao de 3:1 (3 fémeas para 1 macho). Apés a confirmacdo da gestacéo,
as fémeas foram identificadas e alocadas em caixas individuais. No dia do nascimento dos
filhotes foi realizado um reajuste da ninhada, permanecendo com as lactantes somente 6
filhotes fémeas, com o intuito de melhorar a performance lactotrofica (FISHBECK &
RASMUSSEN, 1987). As fémeas lactantes tiveram livre acesso a dgua e a racdo comercial
(Nuvilab®). Apds 21 dias de lactacéo, os filhotes foram desmamados, alocados juntos em uma
gaiola para organizacdo dos grupos experimentais através de selecdo aleatoria dos animais.
Cada grupo experimental continha 8 animais.

Os animais destinados a experimentacdo eram fémeas, linhagem outbread, nuliparas,
acompanhadas dos 21 aos 180 dias de vida. Foram mantidas quatro ratas por gaiola de
polipropileno, dimensdo 50x35x20cm, alocadas no biotério do Laboratorio de Fisiologia
Endocrina do IBRAG/UERJ, sob condigdes controladas de: temperatura (22°+2°C), umidade
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relativa (50%+5%), ciclo artificial de claro-escuro de 12 horas (Luz de 6:00h as 18:00h) e

exaustdo de ar constante. Os animais tiveram livre acesso & agua e a ragcdo manufaturada.

4.2 Delineamento experimental

Aos 21 dias de vida foram anestesiados e eutanasiados 7 animais com o intuito de
obter um perfil murino padrdo antes de iniciar o modelo experimental. Esse ponto inicial de
observagao funciona como um controle para observar homogeneidade entre as amostras.

A partir do desmame, 21 dias de vida, as ratas receberam dieta manufaturada,
contendo como fonte lipidica os 6leos de soja ou de canola, e foram divididas em dois grupos:

> Grupo S (n=32) — ratas alimentadas com racéo contendo de 6leo de soja;
> Grupo C (n=32) — ratas alimentadas com ragéo contendo 6leo de canola.

Aos 60 e aos 90 dias de idade, 8 animais de cada grupo foram anestesiados e
eutanasiados para andlises. As demais ratas do grupo permaneceram recebendo as racGes
manufaturadas.

Aos 90 dias de vida foi realizada ovariectomia (OVX) ou pseudo-operagdo (Sham) nos
animais, e a partir deste ponto foram formados quatro grupos experimentais:

» Grupo Sham S (n=8) — ratas pseudo-operadas alimentadas com racdo contendo de
6leo de soja;

> Grupo OVX S (n=8) — ratas ovariectomizadas alimentadas com racdo contendo 6leo
de soja;

» Grupo Sham C (n=8) — ratas pseudo-operadas alimentadas com ragdo contendo 6leo
de canola;

> Grupo OVX C (n=8) — ratas ovariectomizadas alimentadas com ragéo contendo 6leo

de canola.

Durante todo o periodo experimental foram verificados a evolugdo da massa e do
comprimento corporal, semanalmente, e a ingestdo alimentar a cada 4 dias. As aferi¢cdes de
ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais foram sempre realizadas no mesmo

horério, utilizando balanca digital (MF Filizola).
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A ingestdo didria média de cada animal foi determinada a partir do resto-ingestao.
Foram ofertadas aos animais 300g de ragdo por gaiola, as sobras eram pesadas e subtraidas da
quantidade inicial ofertada, dividindo este valor pelo nimero de animais na gaiola e pelo
periodo em dias.

Dos 60 dias aos 180 dias de vida foi realizada citologia vaginal para verificar a fase do
ciclo estral. Ao final dos periodos experimentais de 60, 90 e 180 dias, e ap6s um jejum de 12
horas, os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de Avertin
(Tribromoethanol - 300mg/kg) e eutanasiados atraves do método de exsanguinacdo por
puncdo cardiaca. O sangue e os tecidos foram coletados para posteriores analises. O esquema
do delineamento experimental pode ser observado na Figura 7.

Figura 7 — Delineamento experimental

DXA
Desmame DXA Ovariectomia / Sham DXA
Inicio da dieta Eutanasia Eutanasia Eutanasia
% 1 l l ] ! ]
A 1 1 1 1 1 1
21 60 90 120 35 180
Ratas Wistar @ E) L o
.::11:43] E
_ Citologia
Citologia vaginal
vaginal
Pseudo-operado + Soja (Sham S)
Grupo
/ Soja Ovariectomia + Soja (OVXS)
Animais
21 dias Pseudo-operado + Canola (Sham C)
Grupo <
Canola Ovariectomia + Canola (OVX C)

Fonte: A autora, 2016.
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4.3 Producéo da ragédo

A racdo manufaturada foi preparada, na fabrica de racdo do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas do IBRAG/UERJ, de acordo com a recomendacdo do American Institute of
Nutrition (AIN), para estudos de nutricdo experimental com roedores.

Para animais em crescimento, o AIN recomenda a utilizacdo de dieta de crescimento
(AIN-93G), cuja composicdo contém 7% de lipidios de origem vegetal, sendo o 6leo de soja a
fonte lipidica indicada. Para animais adultos é recomendada uma dieta de manutengdo (AIN-
93M) contendo 4% de lipidios, também representado pelo dleo de soja. A diferenca entre as
dietas de crescimento e de manutencao esta relacionada com o percentual lipidico, percentual
protéico (caseina) e quantidade de minerais (Mix Mineral G ou M) (REEVES, 1997).

Para elaboracdo da dieta utilizada neste estudo, a dieta de crescimento teve apenas a
substituicdo do 6leo de soja por 6leo de canola (COSTA et al, 2012). A dieta de manutencgéo
foi elaborada com a mistura de 2% de 6leo de soja e 2% de 6leo de canola, ja que na
quantidade de 4% o 6leo de canola carece de acidos graxos essenciais (familia dmega-6). Para
roedores é recomendada a ingestdo diaria por kg de racdo de 12g de dmega-6 e 2g de dmega-3
(REEVES, 1997), portanto, somente com a mistura dos 6leos é possivel alcangar a quantidade
necessaria de dmega-6. As dietas utilizadas neste estudo estdo descritas na Tabela 1.

Os ingredientes da racdo foram pesados em balanca digital e misturados em batedeira
industrial (Hobart), em ciclo leve por 15 minutos, sendo adicionados ao final o 6leo e 4gua
filtrada aquecida, misturados até formar uma massa. ApGs esse processo, a massa foi separada
em pellet e colocada para secagem, em estufa a 50°C por 24 horas. Para minimizar a oxidagédo
da fonte lipidica, a racdo foi preparada quinzenalmente, embalada em sacos plasticos e
estocada a temperatura de 4°C, para a conservacdo, até o momento de sua distribuicdo aos

animais.
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Tabela 1 — Composic¢éo nutricional das ragdes purificadas, segundo o AIN

Conteddo da racao Dieta de Crescimento Dieta de Manutencgéo

(g/100g) S C S C
Caseinat 20 20 14 14
Amido de milho? 54.34 54.34 63 63
Sacarose? 10 10 10 10
Oleo de soja? 7 4 2
Oleo de canola? 7 2
Celulose* 5 5 5 5
Mix mineral G* 3.5 3.5
Mix mineral M* 3.5 3.5
Mix vitaminico* 1 1 1 1
L-cistina® 0.3 0.3 0.18 0.18
Bitartarato de colina* 0.25 0.25 0.25 0.25
Percentual

» Kcal % Kcal % Kcal % Kcal %

energético
Carboidrato 65 65 76 76
Proteina 17 17 12 12
Lipidio 17 17 10 10
Kcal/g 4.7 4.7 3.6 3.6

. Em 7g de Em 7g de Em 4g de Em 4g de
Acidos graxos

6leo 0leo 0leo Oleo
Saturados 16.65% 8.32% 16.65% 12.49%
Monoinsaturados 24.15% 60.82% 24.15% 44.99%
Poliinsaturados 59.15% 30.82% 59.15% 42.49%
Relacéo

6,7 1,9 6,7 3,9

dmega-6/6mega-3

Nota: Composicdo nutricional das dietas experimentais. *As misturas de vitaminas e minerais
seguiram as recomendacGes da AIN-93 para alimentacdo de roedores. Descricdo dos
ingredientes: 1= Farmos®; 2= Unido®; 3= Liza®; 4= Prag solugdes®.

Fonte: A autora, 2016.
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4.4 Avaliagéo do ciclo estral

Desde os 60 até aos 90 dias de vida, as ratas foram submetidas a coleta de secrecédo
vaginal para avaliagdo do ciclo estral através da técnica de citologia vaginal. A citologia foi
realizada sempre no horario das 13:00h as 14:00h. A secrecdo vaginal foi colhida com auxilio
de finas ponteiras plasticas acopladas a um bulbo, contendo 20uL de solucdo salina NaCl
0.9%, e cuidadosamente introduzida no orificio vaginal das ratas. O material coletado foi
distribuido em laminas e analisado a fresco por meio de microscépio 6ptico com objetiva de
10x (Olympus, modelo BX40, Japdo), com o intuito de observar as caracteristicas celulares e
identificar as fases do ciclo estral (Tabela 2). O acompanhamento das sequéncias de ciclos
estrais das ratas visa avaliar as condigbes de funcionamento das gonadas, e assim,
indiretamente, a influéncia sistémica do estrogénio enddgeno. Para compor 0 grupo
experimental foram selecionadas somente as ratas que apresentavam ciclos estrais regulares.
Entende-se por ciclo estral regular a presenca em sequéncia das fases: proestro — estro —
metaestro — diestro, além da duracdo correta de cada fase (MARCONDES, BIANCHI &
TANO, 2002; ARMADA et al, 2006).

A avaliacdo do ciclo estral foi reiniciada apds 30 dias da intervencéo cirurgica, sendo
realizada por um periodo de 15 dias, para verificar a manutencédo de ciclos regulares nas ratas

pseudo-operadas, assim como, 0 estagio de anestro em ratas ovariectomizadas.

Tabela 2 — Caracteristicas das fases do ciclo estral de ratas Wistar

Fases do ciclo estral Caracteristicas citologicas

Presenca de numerosas células epiteliais

Proestro (12 horas
( ) nucleadas. Presencga de muco.
Estro (24 horas) Numerosas células queratinizadas.

Igual proporcdo entre células queratinizadas,

Metaestro (24 horas . e . .
( ) células epiteliais nucleadas e leucdcitos.

Diestro (24 — 48 horas) Numerosos leucdcitos.

Fonte: MARCONDES, BIANCHI & TANNO, 2002.
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4.5 Ovariectomia

Aos 90 dias de vida, as ratas foram anestesiadas com injecdo intraperitoneal de
Avertin e submetidas a cirurgia para remocao bilateral dos ovarios (ovariectomia — OVX). Foi
realizada a tricotomia e assepsia do local cirdrgico e feitas duas pequenas incisdes para-
espinhais na regido dorsal, entre as costelas mais inferiores e a crista iliaca. Apds
identificacdo dos ovarios, as tubas uterinas foram suturadas e ambos os ovarios excisados. No
final do procedimento foi realizada a sutura da parede muscular e da pele do animal. O grupo
pseudo-operado (Sham) recebeu apenas a incisdo cirurgica sem a retirada das génadas, para
proporcionar o estresse cirirgico (ARMADA et al, 2006; SANTANA et al, 2011). Apos a

cirurgia, todos os animais receberam solucéo analgésica de dipirona (100mg/kg) via oral.

4.6 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI)

Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas para a realizacdo do teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGI), na véspera das avaliacfes de 60, 90 e 180 dias. A
primeira coleta de sangue, considerada o ponto inicial da curva (ponto 0, glicemia de jejum)
foi realizada atraveés de uma pequena incisdo na cauda dos animais, permitindo mensurar a
glicemia através de fitas reagentes e glicosimetro (ACCU-CHEK® Performa, Roche). Em
seguida, foi injetada solucdo de glicose (2g/kg PC), intraperitoneal, para a determinacdo da
glicemia nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s administracdo da solugdo. A glicemia foi

expressa em mg/dL.

4.7 Absorciometria de Feixe Duplo de Raios-X (DXA)

Antes da ovariectomia, aos 90 dias de vida, e ao final dos periodos experimentais de
60, 90 e 180 dias de vida, as ratas foram anestesiadas com injecéo intraperitoneal de Avertin e
submetidas a avaliacdo da composic¢do corporal através do aparelho de DXA (Lunar DXA

200368 GE instrument, Wisconsin, USA). Os animais foram posicionados em decubito
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ventral (Figura 8) e o exame densitométrico avaliou a gordura corporal total, a gordura
localizada no tronco, a massa magra total e do tronco, a densidade mineral éssea (DMO), o
conteddo mineral 6sseo (CMO) e a area 6ssea de cada animal. A analise das imagens foi
realizada com auxilio de software especifico (Encore 2008. Version 12.20 GE Healthcare), de
acordo com protocolos descritos previamente (LUKASKI et al, 2001; GLICKMAN et al,
2004; TSUJIO et al, 2009).

Figura 8 — Exame densitométrico realizado em ratas

(b)

Legenda: (a) Avaliacdo da composicdo corporal de rata no aparelho DXA (vista frontal); (b) Rata na
posi¢do de decubito ventral.
Fonte: A autora, 2016.

4.8 Analises plasmaticas

O sangue coletado atraves de puncdo cardiaca foi acondicionado em tubos
heparinizados (10 Ul/ml) e centrifugado a 3000rpm (centrifuga Hitachi CR22, USA), por 15
minutos. O plasma obtido foi armazenado a -20° C para posteriores analises.

As dosagens de triglicerideos, colesterol, HDL-colesterol, aspartato aminotransferase,
alanina transaminase, albumina, proteinas totais, calcio, fosforo e fosfatase alcalina foram
realizadas por método colorimétrico, através de aparelho analisador automatico de bioquimica
(Bioclin BS-120®, Quibasa — Quimica Basica Ltda/Belo Horizonte — MG). As concentragdes
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de VLDL-colesterol e LDL-colesterol foram obtidas através da Formula de Friedwald (1 e 2).
Todos os resultados foram expressos em mg/dL.

Férmula de Friedwald > VLDL-c = triglicerideos / 5 1)

Formula de Friedwald - LDL-c = colesterol total - HDL-c — VLDL-c (@)

As concentracfes plasmaticas de insulina e de estradiol foram determinadas por
radioimunoensaio especifico, através de Kit comercial (MP Biomedicals, Inc., CA, USA). As
andlises foram realizadas em duplicata e a quantificacdo foi efetuada em contador gama
(Gamma-C12, USA). O limite de deteccédo foi de 4,6 pUIl/mL e 1,4 pg/mL e a variacdo intra-

ensaio foi de 10,7 pUI/mL e 25,4 pg/mL, para insulina e estradiol, respectivamente.

4.9 Indice de HOMA

Para determinar o grau de sensibilidade periférica a insulina e a capacidade funcional
da célula beta pancreética foi utilizado o Modelo de Avaliacdo da Homeostasia (Homeostasis
Model Assessment — HOMA). Estes modelos matematicos (3 e 4) foram desenvolvidos como
uma forma alternativa de quantificar a resisténcia insulinica e a atividade da célula beta em
humanos, mas vem sendo empregado também em estudos experimentais (COSTA et al,
2013). Para isso sdo utilizadas como variaveis a glicemia e a insulinemia de jejum (TURNER
& HOLMAN, 1979; MATTHEWS et al, 1985).

HOMA-IR-> insulina de jejum (uU/mL) x glicose de jejum (mmol/L) / 22,5 (3)

HOMA-B-> 20 x insulina de jejum (uU/mL) / glicose de jejum (mmol/L) - 3,5 4)
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4.10 Coleta de 6rgaos e processamento dos tecidos

Foram coletados e pesados em balanca de precisao: figado, pancreas, gordura visceral

(retroperitoneal, mesentérica e gonadal), ovério, utero, fémur e coluna lombar.

4.10.1 Processamento e analise histomorfométrica de figado, pancreas e tecido adiposo

Uma amostra de tecido adiposo retroperitoneal, um pedaco do figado e a regido da
cauda do pancreas foram fixados, por 72 horas e 48 horas, respectivamente, em formol
tamponado a 10%. Apos fixacdo seguiu o protocolo convencional de rotina histoldgica,
passando por baterias crescentes de alcool - para desidratar o tecido, diafanizacdo com xilol,
banhos de parafina e emblocamento com parafina.Os blocos de parafina foram seccionados
utilizando-se micrétomo (Microtec-CUT 4050). Cortes escalonados de 7um foram coletados
em laminas e corados com Hematoxilina-Eosina (HE). Neste método escalonado para cada 2
seccOes histoldgicas seriadas coletadas pula-se 20 secc¢des, e no final foram feitas 4 laminas
por animal contendo 4 cortes em cada.

Para analise histomorfométrica, sec¢des histologicas foram observadas e as imagens
capturadas utilizando um sistema de video-microscopia (microscopio éptico Olympus BX40 e
camara de video Optronics 1-CCD). As imagens foram capturadas no formato TIFF, com
tamanho de 1360x1024 pixels e calibradas de acordo com a objetiva utilizada para obtengéo
da imagem. As analises morfométricas foram realizadas com o auxilio do Software Image J
(NIH, USA - http://rsh.info.nih.gov/ij/).

Imagens do tecido adiposo retroperitoneal foram capturadas com objetiva de 20x para
mensurar a area do adipdcito, conforme protocolo descrito (SANTANA et al, 2011). Foi
delimitada uma area de 60000 pm? e mensurada a area dos adipécitos contidos nesse espagco,
sendo eliminados da andlise os adipdcitos interceptados pelas linhas proibidas que delimitem
a area. A area dos adipocitos foi expressa em pm?,

A area da ilhota pancreatica foi mensurada em secc¢des histologicas do péancreas,
utilizando objetiva de 20x. O perfil de 20 ilhotas pancreaticas por animal foi selecionado

randomicamente e analisado. Tal andlise foi realizada por um processo semi-automatico, com


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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0 auxilio do cursor, onde a ilhota pancreatica foi contornada e o programa avaliou a &rea em
um?, conforme protocolo previamente descrito (REGO et al, 2014).

As secces histoldgicas do figado foram capturadas utilizando objetiva de 20x e 40x.
As imagens foram utilizadas somente para analise morfologica, buscando verificar presenca

ou auséncia de anomalias teciduais.

4.11 Quantificacdo de triglicerideo, colesterol e glicogénio hepaticos

As andlises hepaticas foram baseadas em protocolo previamente descrito (PEIXOTO-
SILVA et al, 2014).

Uma amostra de 50 mg de figado foi coletada e armazenada em -80°C para analise de
triglicerideo e colesterol hepético. As amostras foram picotadas, adicionado 1 mL de alcool
isopropilico e homogeinizadas em sonicador. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
2.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado, disposto em tubos do tipo eppendorff
e foi adicionada solucdo reagente de triglicerideo ou colesterol (kit Bioclin). A amostra foi
agitada em vortex e mantida em banho-maria a 37°C por 10 minutos. A absorbancia da
amostra foi quantificada em espectrofotdmetro e os resultados expressos em mg/dl por mg de
tecido.

Para determinacdo de glicogénio hepatico foi coletada 500 mg de tecido e armazenada
em -80°C para posterior anélise. As amostras foram homogeinizadas em 1 ml de &cido
tricloroacético 10% e centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos. Foram coletados 500 ul de
sobrenadante e adicionado a 1,5 ml de &lcool absoluto, sendo a mistura armazenada em
geladeira, overnight. Em seguida, a mistura foi centrifugada (3.000 rpm, 15 min, 4°C) e o
sobrenadante foi descartado. O pellet (glicogénio) foi dissolvido em 2 ml de &4gua destilada e
250 pl de HCI 1N, e fervido em banho-maria a 60°C por 5 minutos. A mistura foi resfriada e
neutralizada com 40 pl de NaOH 1N. A glicose produzida por hidrélise do glicogénio foi
mensurada em 500 ul do sobrenadante, usando kit comercial (Glucox, Doles, Goiania - GO).
A absorbancia da amostra foi quantificada em espectrofotdmetro e os resultados expressos em

mM de glicose/g de tecido.
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4.12 Andlises 6sseas

O fémur esquerdo e a coluna lombar, entre a primeira e a sexta vértebra (VL1-VL6),
foram limpos de tecidos moles e armazenados em tubos Falcon contendo solucdo salina NaCl
0,9%.

Foram realizadas as seguintes medidas: a) no fémur — distancia entre as epifises;
distancia entre os trocanteres; largura do ponto médio da diafise; b) coluna lombar — excisada
e medida a altura da quarta vértebra (VL4). Essas mensuracfes 0sseas foram realizadas com
auxilio de paquimetro digital com precisdo de leitura de 0,01 milimetros.

Apdbs as medidas, fémur e VL4 foram pesadas em balanca de precisdo e armazenados
para posterior analise por DXA. Para tal, as pecas 0sseas foram colocadas em recipiente de
plastico contendo volume constante de arroz, a fim de simular as condi¢des dos tecidos moles,
conforme protocolos previamente estabelecidos (COSTA et al, 2011; COSTA et al, 2012;
REGO et al, 2014). Através do DXA foram avaliados a densidade (DMO) e o contetido
mineral 6sseo (CMO) e a area 6ssea do fémur e da VL4.

Os o0ssos também foram analisados por meio de tomografia computadorizada
(Tomografo modelo helicoidal HISPEED, GE®). As imagens de fémur e VL4 foram obtidas
através de cortes axiais de espessura de 1mm. De acordo com protocolos descritos
anteriormente (COSTA et al, 2011; COSTA et al, 2012; REGO et al, 2014), a radiodensidade
(expresso em unidades de Hounsfield, HU) na regido da cabeca do fémur e no corpo vertebral

foi medida com auxilio do software Philips DICOM Viewer (Figura 9).
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Figura 9 — Imagens obtidas por meio de Tomografia Computadorizada (TC)

PESQUISA LAMF

Legenda: (a) Quarta vértebra lombar da coluna vertebral; (b) FEémur esquerdo; (c) Imagem em 3D das pegas
0sseas. Regibes de interesse para andlise de radiodensidade: (R1) Corpo vertebral e (R2) Cabega do
fémur.

Fonte: A autora, 2016.
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4.13 Andlise estatistica

O software utilizado foi o GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
www.graphpad.com, EUA), sendo os resultados expressos como médiaterro padrdo da média
(EPM), considerando o nivel de significancia de p<0.05. Todos os resultados foram
previamente analisados com o teste de normalidade Kolmogorov-Sminorv para verificar se as
amostras apresentavam ou ndo uma distribuicdo paramétrica. Os resultados de ingestdo
alimentar, massa e comprimento corporais foram analisados através do método de anélise de
variancia (ANOVA) bivariada, seguida do pés-teste de Bonferroni. Nos resultados do periodo
experimental de 60 e 90 dias foram utilizados o teste t de Student. Nos resultados do periodo
experimental de 180 dias foi utilizado o0 método de ANOVA univariada, seguida do pds-teste

de comparacdo multipla Newman-Keuls.
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5 RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados por periodo experimental especifico. Os dados sao
descritos, primeiramente, com uma visdo geral da composi¢do corporal dos animais; seguidos

dos dados bioquimicos, das analises histologicas, e por fim, das anélises dsseas.

5.1 Animais de 21 dias

As medidas da composicao corporal e os dados bioquimicos dos animais ao desmame,
21 dias de vida, foram analisados para estabelecer um padréo inicial do perfil murino antes de
uma intervencdo experimental. A massa corporal ao desmame é em torno de 46 gramas e 0

comprimento corporal atinge 20 cm. Todos os dados podem ser observados na Tabela 3.



Tabela 3 — Medidas corporais e bioquimicas de ratas aos 21 dias de vida

Medidas

Técnica utilizada

Fémeas 21 dias

Massa corporal (g)

Comprimento corporal (cm)

Massa gorda total (g)

Massa magra total (g)

Massa gorda do tronco (g)

Massa magra do tronco (g)

Gordura do tronco (%)
Gordura total (%)
CMO (9)

DMO (g/cm?)

Area 6ssea (cm?)
Gordura visceral (g)
Figado (Q)

Pancreas (g)

Ovério (g)

Utero (g)

Glicemia jejum (mg/dl)
Colesterol (mg/dl)
Triglicerideos (mg/dl)
HDL-c (mg/dl)

LDL-c (mg/dl)
VLDL-c (mg/dl)
Proteinas totais (mg/dl)
Albumina (mg/dl)
Célcio (mg/dl)

Faosforo (mg/dl)

Fosfatase alcalina (mg/dl)
Aspartato aminotransferase (mg/dl)

Alanina transaminase (mg/dl)

Medicdo corporal
Medicdo corporal
DXA
DXA
DXA
DXA
DXA
DXA
DXA
DXA
DXA
Pesagem de 6rgaos
Pesagem de 6rgaos
Pesagem de d6rgaos
Pesagem de 6rgaos
Pesagem de drgaos
Dosagem plasmaética
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmatica
Dosagem plasmaética
Dosagem plasmaética

Dosagem plasmaética

46,50+0,682
20,17+0,155
25,43+0,895
14,860,857
20,43+0,428
12,43+0,719
62,70+1,84
63,23+1,86

1,44+0,057
0,067+0,001
21,29+0,606
0,397+0,031
1,711+0,021
0,126+0,009
0,026+0,002
0,019+0,001
108,8+1,985
70,83+4,976
35,71+3,503
21,50+3,149
42,30+3,572
7,143+0,701
3,171+0,111
2,283+0,284
8,471+0,341
7,643+0,399
151,0+6,790
125,2+6,665
14,20+3,056

Nota: Andlises de fémeas ap6s desmame, 21 dias de vida. N=7. Valores expressos em médiatepm.

Fonte: A autora, 2016.
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5.2 Periodo experimental de 60 dias

5.2.1 Evolucdo da ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais

Dos 21 até os 60 dias de vida, os animais ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos em relacdo a ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais.
Inicialmente, o consumo diario médio de racdo por animal foi de 6,98 gramas, aumentando
gradativamente até atingir a média de 17,90 gramas no final do periodo experimental. A
massa corporal média dos animais, aos 21 dias de vida, foi de 49,15+1,25g e o comprimento
corporal foi de 19,65+0,15cm, e seguindo um crescimento exponencial, aos 60 dias de vida,
alcancaram massa corporal de 213,7+7,5g e comprimento médio de 37,37+0,25cm. Esses
resultados podem ser observados no Gréfico 1 (A-C).

Gréfico 1 — Ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais de ratas aos 60 dias de vida
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Legenda: (a) Ingestdo alimentar; (b) Massa corporal; (c) Comprimento corporal das ratas de 21 aos 60 dias de
vida. S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta
contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA bivariada, seguida do pds-teste
Bonferroni.
Fonte: A autora, 2016.
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5.2.2 Andlise da composicio corporal por DXA

No final do periodo experimental de 60 dias de vida ndo houve diferenca significativa
entre os grupos em relacdo aos indicadores de composicao corporal analisados pelo DXA.
Esses resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicéo corporal aos 60 dias de vida

Indicadores S C

Massa gorda total (g) 67,67+1,626 67,0+£3,890
Massa magra total (g) 104,20+3,774 101,0+2,898
Massa gorda do tronco (g) 55,67+1,498 55,833,516
Massa magra do tronco (g) 92,80+4,576 88,33+£2,472
Gordura do tronco (%) 37,55+1,297 37,74+0,852
Gordura total (%) 38,78+1,213 39,16+0,668
CMO (g) 5,10+0,295 4,80+0,181
DMO (g/cm2) 0,110+0,001 0,112+0,001
Area Gssea (cm?) 44,200,969 43,0+1,125

Nota: Composigéo corporal de ratas aos 60 dias de vida, analisada por DXA. S (n=8, animais alimentados
com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de
canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.

5.2.3 Massa dos 6rgdos

Aos 60 dias de vida, a massa do figado foi significativamente maior no grupo C
(22%). A massa do pancreas ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos, apesar do
aumento de 28% no grupo C. A massa dos demais 6rgdos ndo diferiu entre os grupos. Esses

resultados podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Massa dos 6rgaos aos 60 dias de vida

Massa (g) S C

Gordura visceral 7,398+0,815 6,681+0,446
Figado 7,603+0,409 9,314+0,473*
Pancreas 0,586+0,061 0,752+0,074
Ovério 0,115+0,009 0,115+0,013
Utero 0,378+0,049 0,405+0,038

Nota: Quantificacdo da massa dos 6rgédos de ratas aos 60 dias de vida. S (n=8, animais alimentados
com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo éleo de
canola). Valores sdo apresentados em mediatepm. Teste t de Student. * p<0,05.

Fonte: A autora, 2016.

5.2.4 Dosagens plasmaticas

Perfil lipidico, proteinas totais, albumina, calcio, fosforo e aspartato aminotransferase
ndo diferiram entre os grupos S e C, aos 60 dias de vida. Por outro lado, as concentracfes
plasmaticas de fosfatase alcalina, alanina transaminase e insulina foram significativamente
maiores no grupo C, 188%, 42% e 84%, respectivamente. O estradiol foi menor o grupo C,

cerca de 22%. Esses resultados podem ser observados na Tabela 6.



Tabela 6 — Dosagens plasmaticas aos 60 dias de vida

S C

Colesterol (mg/dL) 49,13+£1,97 50,33+1,40
Triglicerideos (mg/dL) 32,10+2,47 36,90+2,24
HDL-c (mg/dL) 21,25+1,03 23,33+0,60
LDL-c (mg/dL) 22,30+2,32 21,32+2,41
VLDL-c (mg/dL) 6,42+0,49 7,38+0,45
Proteinas totais (mg/dL) 5,52+0,23 5,59+0,08
Albumina (mg/dL) 3,40£0,06 3,38+0,04
Célcio (mg/dL) 9,74+0,40 9,95+0,20
Fésforo (mg/dL) 6,88+0,42 6,39+0,22
Fosfatase alcalina (mg/dL) 92,0£8,95 265,7+36,72 ***
Aspartato aminotransferase (mg/dL) 149,0+8,68 148,7+7,86
Alanina transaminase (mg/dL) 19,40+1,75 27,70+£2,0 **
Estradiol (pg/mL) 94,81+7,21 74,04+4,99 *
Insulina (LUI/mL) 22,02+2,33 40,57%2,66 ***

Nota: Dosagens de lipidios, hormonios, ions e proteinas em ratas aos 60 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta
contendo dleo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Fonte: A autora, 2016.

5.2.5 Teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal (TTGI)

57

Aos 59 dias de vida foi realizado o TTGI. A glicemia de jejum, ponto 0, ndo diferiu

entre os grupos (S=109,8+3,53mg/dL; C=107,0+1,87mg/dL). Apds administracdo de solugdo

de glicose, a glicemia dos animais do grupo C foi significativamente maior quando

comparado ao grupo S, diferindo em todos os pontos da curva, ou seja, ponto 30
(S=117,2+3,06mg/dL;
C=144,3+3,09mg/dL), ponto 90 (5=115,8+2,80mg/dL; C=134,8+3,68mg/dL) e ponto 120

(S=137,749,29mg/dL;  C=163,8+8,93mg/dL),

(S=112,74£3,16mg/dL; 126,0+2,04mg/dL). Esses resultados sdo apresentados no Gréafico 2.

ponto
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Gréfico 2 — Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal aos 60 dias de vida

Glicose (mg/dL)

minutos

Legenda: Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal realizado em ratas apds jejum de 6 horas. Solucdo de
glicose administrada (2g glicose/kg PC). S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de
soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em

médiatepm. ANOVA bivariada, seguida do pés-teste Bonferroni. *** p<0,001.
Fonte: A autora, 2016.

5.2.6 Indice de HOMA

Aos 60 dias de vida, os animais do grupo C apresentaram maior HOMA-IR (108%)
comparados ao grupo S, indicando resisténcia a insulina. Da mesma forma, 0 HOMA-f estava

maior no grupo C (267%), caracterizando hipersecregéo de insulina. Esses resultados podem
ser observados nos Graficos 3A e 3B.
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Gréfico 3 — indice de HOMA de ratas aos 60 dias de vida
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Legenda: (a) HOMA-IR; (b) HOMA-B. S (n=8, animais alimentados com dieta contendo dleo de soja) e C (n=8,
animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm.
Teste t de Student. *** p<0,001.

Fonte: A autora, 2016.
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5.2.7 Andlise histomorfométrica do pancreas

A avaliacdo morfoldgica do pancreas revelou um aumento do tamanho das ilhotas
pancreéticas dos animais do grupo C (Figura 10). Tal observacdo foi confirmada através de
analise morfométrica, explicitando o aumento significativo da area das ilhotas pancreaticas

(76%) desses animais (Grafico 4).

Figura 10 — Fotomicrografias de pancreas de ratas aos 60 dias de vida

(b)

Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo
de canola. Objetiva 20x. Coloragdo HE. (n=8 animais por grupo). Seta = ilhota pancreética.
Fonte: A autora, 2016.



61

Grafico 4 — Area das ilhotas pancreéticas de ratas aos 60 dias de vida

**

Area das ilhotas
pancreaticas (um?)

Legenda: S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com
dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student. **
p<0,01.

Fonte: A autora, 2016.

5.2.8 Andlise histomorfométrica do tecido adiposo retroperitoneal

A avaliacdo morfoldgica do tecido adiposo retroperitoneal mostrou, em ambos 0s
grupos, adipécitos com formato predominantemente poligonal, sendo o tamanho das células
visivelmente reduzido nos animais do grupo C (Figura 11). Tal observacdo foi confirmada
através de analise morfométrica, explicitando a menor area dos adipocitos retroperitoneais

(-35%) desses animais (Grafico 5).
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Figura 11 — Fotomicrografias de tecido adiposo retroperitoneal de ratas aos 60 dias de vida
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Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo
de canola. Objetiva 20x. Coloragdo HE. (n=8 animais por grupo).
Fonte: A autora, 2016.

Grafico 5 — Area dos adipdcitos retroperitoneais de ratas aos 60 dias de vida

Area dos adipdécitos

9 o

Legenda: S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com
dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student. * p<0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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5.2.9 Morfologia hepética

A avaliacdo morfolégica do figado dos animais do grupo soja revelou parénquima
integro com caracteristicas préprias. No grupo canola, o quadro de esteatose hepética
microvesicular fica evidenciado, destacando a presenca de goticulas lipidicas dentro dos
hepatécitos (Figura 12).

Figura 12 — Fotomicrografias de figado de ratas aos 60 dias de vida

(b)

Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo
de canola. Coloragdo HE. (n=8 animais por grupo). Imagens a esquerda = objetiva de 20x; Imagens a
direita = objetiva de 40x. Setas = gotas lipidicas dentro dos hepatocitos. Cabeca de seta = veia centro-
lobular.

Fonte: A autora, 2016.
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5.2.10 Conteudo intra-hepético de triglicerideo, colesterol e glicogénio

O grupo canola apresentou aumento de 11% no contetdo de triglicerideo e 41,5% no
glicogénio hepético, sem alteragdo no contetido de colesterol hepéatico entre os grupos. Esses
resultados podem ser observados nos Gréficos 6A-C.

Gréfico 6 — Analise de triglicerideo, colesterol e glicogénio hepéticos aos 60 dias de vida
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Legenda: (a) Triglicerideo; (b) Colesterol; (c) Glicogénio hepatico de ratas aos 60 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo
de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student. *p< 0,05; ** p<0,01.

Fonte: A autora, 2016.
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As medidas 6sseas e os indicadores de integridade Ossea avaliados por DXA e

tomografia computadorizada ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos, aos 60

dias de vida. Esses resultados podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7 — Analises 6sseas aos 60 dias de vida

Medidas 6sseas S C

Peso fémur (g) 0,76+0,03 0,72+0,02
Peso vértebra L4 (g) 0,27+0,005 0,29+0,010
Distancia entre as epifises (mm) 30,51+0,39 30,15+0,25
Distancia entre os trocanteres (mm) 5,67+£0,04 5,56+0,06
Largura da diafise (mm) 3,731£0,04 3,72+0,07
Altura da vértebra L4 (mm) 6,97+0,09 7,07+0,05
Indicadores de integridade 6ssea S C
DMO fémur (g/cm?) 0,110+0,003 0,108+0,002
CMO fémur (g) 0,260,016 0,26+0,016
Area Gssea fémur (cm2) 2,20+0,13 2,10+0,10
DMO vértebra L4 (g/cm?) 0,112+0,003 0,109+0,001
CMO vértebra L4 (g) 0,10+0,001 0,10+0,001
Area Ossea vértebra L4 (cm?) 1,0+0,001 1,0+0,001
Radiodensidade da cabeca do 492,50+39,52 498,50£20,34

fémur (HU)
Radiodensidade do corpo vertebral
da L4 (HU)

400,10+20,36

376,10+13,16

Nota: Medidas de fémur e quarta vértebra lombar de ratas aos 60 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta
contendo dleo de canola). Valores séo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3 Periodo experimental de 90 dias

5.3.1 Evolucdo da ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais

N&o houve diferenca na ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais entre 0s
grupos S e C, até 90 dias de vida. Aos 90 dias a ingestdo diaria média por animal era de 15,78
gramas. Os animais apresentaram massa corporal média de 265,1+6,7g e comprimento
corporal de 40,13+0,28cm. Esses resultados podem ser observados no Grafico 7 (A-C).

Gréfico 7 — Ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais de ratas aos 90 dias de vida
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Legenda: (a) Ingestdo alimentar; (b) Massa corporal; (c) Comprimento corporal das ratas de 21 aos 90 dias de
vida. S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C(n=8, animais alimentados
com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA bivariada,
seguida do pos-teste Bonferroni.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3.2 Andlise da composicio corporal por DXA

Aos 90 dias de vida, os indicadores de composicao corporal analisados pelo DXA nao
diferiram significativamente entre os grupos S e C. Esses resultados podem ser observados na
Tabela 8.

Tabela 8 — Composicéo corporal aos 90 dias de vida

Indicadores S C

Massa gorda total (g) 81,0£5,61 74,68+2,45
Massa magra total (g) 128,8+3,53 130,4+3,91
Massa gorda do tronco (g) 67,0+4,64 62,14+2,07
Massa magra do tronco (g) 111,9+2,73 115,442 51
Gordura do tronco (%) 36,58+1,80 35,10+0,42
Gordura total (%) 37,85+1,80 36,21+0,44
CMO (g) 7,31+0,183 6,98+0,076
DMO (g/cm2) 0,143+0,002 0,138+0,001
Area Gssea (cm?) 50,88+0,639 50,50+0,597

Nota: Composigéo corporal de ratas aos 90 dias de vida, analisada por DXA. S (n=8, animais alimentados
com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de
canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.

5.3.3 Massa dos 6rgdos

As massas dos orgdos ndo diferiram significativamente entre 0s grupos, embora,
destaca-se a menor massa de gordura visceral (-19%) no grupo canola, e uma pequena
tendéncia ao aumento do peso do figado (7%). Esses resultados podem ser observados na
Tabela 9.
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Tabela 9 — Massa dos 6rgaos aos 90 dias de vida

Massa (g) S C

Gordura visceral 11,26+1,053 9,147+0,588
Figado 6,926+0,149 7,433+0,217
Pancreas 0,655%0,023 0,678+0,036
Ovério 0,095+0,005 0,082+0,011
Utero 0,347+0,013 0,430+0,039

Nota: Quantificacdo da massa dos drgaos de ratas aos 90 dias de vida. S (n=8, ratas alimentadas com
dieta contendo éleo de soja) e C (n=8, ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola).
Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.

5.3.4 Dosagens plasmaticas

As dosagens plasmaticas realizadas aos 90 dias ndo diferiram entre os grupos, exceto,
a fosfatase alcalina que apresentou aumento significativo de 61% no grupo canola. Embora,
ndo tenha diferenca significativa, ressalta-se um aumento de alanina transaminase (18%) no

grupo C. Esses resultados podem ser observados na Tabela 10.



Tabela 10 — Dosagens plasmaticas aos 90 dias de vida

S C
Colesterol (mg/dL) 53,38+4,16 55,13+2,80
Triglicerideos (mg/dL) 25,38+1,46 22,25+2,71
HDL-c (mg/dL) 22,38+1,13 23,88+0,63
LDL-c (mg/dL) 28,11+2,70 28,23+2,09
VLDL-c (mg/dL) 5,07+0,29 4,45%0,54
Proteinas totais (mg/dL) 4,76x0,16 5,03+0,19
Albumina (mg/dL) 2,53+0,11 2,86x0,09
Célcio (mg/dL) 9,60+0,25 9,52+0,20
Fésforo (mg/dL) 6,23+0,19 5,65+0,46
Fosfatase alcalina (mg/dL) 45,04£6,53 72,67+9,80 *
Aspartato aminotransferase (mg/dL) 83,50+5,37 81,50+5,92
Alanina transaminase (mg/dL) 15,57+1,02 18,38+1,65
Insulina (WUI/mL) 31,34+3,91 31,58+2,56

Nota: Dosagens de lipidios, hormonios, ions e proteinas em ratas aos 90 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta

contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.

5.3.5 Teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal (TTGI)

69

Aos 89 dias de vida foi realizado o TTGI. A glicemia de jejum dos animais apresentou

0s seguintes valores: S=117,2+2,77mg/dL; C=120,7+2,49mg/dL. Todos os pontos da curva

néo diferiram entre os grupos. Esses resultados podem ser observados no Gréafico 8.
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Gréfico 8 — Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal aos 90 dias de vida

Glicemia (mg/dl)
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Legenda: Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal realizado em ratas ap6s jejum de 6 horas. Solucéo de
glicose administrada (2g glicose/kg PC). S (n=8, animais alimentados com dieta contendo éleo de
soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em

médiatepm. ANOVA bivariada, seguida do p6s-teste Bonferroni.
Fonte: A auota, 2016.

5.3.6 Indice de HOMA

Aos 90 dias de vida, ndo houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo aos

indices de HOMA (HOMA-IR e HOMA-B). Estes resultados podem ser observados nos
Graficos 9A e 9B.
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Gréfico 9 - indice de HOMA de ratas aos 90 dias de vida.
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Legenda: (a) HOMA-IR; (b) HOMA-B. S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8,
animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm.
Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3.7 Andlise histomorfométrica do pancreas

A avaliacdo morfologica do pancreas revelou semelhancgas no parénquima pancreatico
e no tamanho das ilhotas pancreéticas dos animais alimentados com 6leo de soja e com 6leo
de canola (Figura 13). A avaliagio morfométrica confirma a auséncia de diferenga

significativa entre 0os grupos quanto a area das ilhotas pancreéticas (Grafico 10).

Figura 13 — Fotomicrografias de pancreas de ratas aos 90 dias de vida

(b)

Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo
de canola. Objetiva 20x. Coloracdo HE. (n=8 animais por grupo). Seta = ilhota pancreatica.
Fonte: A autora, 2016.
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Grafico 10 — Area das ilhotas pancreaticas de ratas aos 90 dias de vida
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Legenda: S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com
dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student.
Fonte: A autora, 2016.

5.3.8 Andlise histomorfométrica do tecido adiposo retroperitoneal

Os adipdcitos retroperitoneais aos 90 dias de vida apresentaram formato oval a
poligonal. Quanto ao tamanho, o grupo soja apresentou adipdcitos maiores e distribuicdo mais
homogénea, enquanto o grupo canola apresentou adipdcitos de tamanhos mais variados e
menores (Figura 14). A analise morfométrica confirmou a avaliacdo morfoldgica, revelando

menor area dos adipdcitos retroperitoneais (-23%) nos animais do grupo C (Grafico 11).
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Figura 14 — Fotomicrografias de tecido adiposo retroperitoneal de ratas aos 90 dias de vida
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Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo
de canola. Objetiva 20x. Coloragdo HE. (n=8 animais por grupo).
Fonte: A autora, 2016.

Grafico 11 — Area dos adipdcitos retroperitoneais de ratas aos 90 dias de vida
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Legenda: S (n=8, animais alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com
dieta contendo Oleo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student. *
p<0,05.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3.9 Morfologia hepética

As imagens histoldgicas de figado mostraram aspecto de normalidade em ambos 0s
grupos. E possivel observar hepatdcitos integros rodeando a veia centro-lobular, dispondo-se
em placas radias limitando os espagos ocupados pelos sinuséides (Figura 15).

Figura 15 — Fotomicrografias de figado de ratas aos 90 dias de vida

(b)

Legenda: (a) Ratas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja e (b) Ratas alimentadas com dieta contendo éleo
de canola. Coloracdo HE. (n=8 animais por grupo). Imagens a esquerda = objetiva de 20x; Imagens a
direita = objetiva de 40x. Cabeca de seta = veia centro-lobular.

Fonte: A autora, 2016.
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5.3.10 Conteudo intra-hepético de triglicerideo, colesterol e glicogénio

As andlises de amostras de figado evidenciaram maior contetdo de glicogénio
hepatico no grupo C (27%), sem diferenca significativa nos contetdos de triglicerideo e

colesterol hepaticos entre os grupos. Estes resultados sdo apresentados no Grafico 12 (A-C).

Gréfico 12 — Analise de triglicerideo, colesterol e glicogénio hepaticos aos 90 dias de vida
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Legenda: (a) Triglicerideo; (b) Colesterol; (c) Glicogénio hepéaticos aos 90 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta contendo dleo
de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. Teste t de Student. *p< 0,05.
Fonte: A autora, 2016.
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5.3.11 Andlises 6sseas

No final do periodo experimental de 90 dias ndo houve diferenca significativa entre 0s

grupos quanto as medidas Osseas e analises dsseas por DXA e tomografia computadorizada.

Esses resultados podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11 — Analises 6sseas aos 90 dias de vida

Medidas 6sseas S C

Peso fémur (g) 0,82+0,02 0,80+0,01
Peso vértebra L4 (g) 0,33+0,007 0,32+0,007
Distancia entre as epifises (mm) 33,21+0,26 33,14+0,28
Distancia entre os trocanteres (mm) 7,46x0,05 7,47+0,06
Largura da diafise (mm) 4,31+0,06 4,28+0,07
Altura da vértebra L4 (mm) 7,39+0,07 7,47+0,06
Indicadores de integridade 6ssea S C
DMO fémur (g/cm?) 0,136+0,003 0,132+0,002
CMO fémur (g) 0,325+0,016 0,312+0,012
Area Gssea fémur (cm2) 2,25+0,163 2,37+0,183
DMO vértebra L4 (g/cm?) 0,128+0,004 0,117+0,005
CMO vértebra L4 (g) 0,112+0,012 0,112+0,012
Area Ossea vértebra L4 (cm?) 1,01+0,012 1,01+0,012

Radiodensidade da cabeca do
fémur (HU)
Radiodensidade do corpo vertebral
da L4 (HU)

823,50+12,17

718,90+20,12

826,30+16,10

729,40+£19,01

Nota: Medidas de fémur e quarta vértebra lombar de ratas as 90 dias de vida. S (n=8, animais
alimentados com dieta contendo 6leo de soja) e C (n=8, animais alimentados com dieta

contendo 6leo de canola). Valores sao apresentados em médiatepm. Teste t de Student.

Fonte: A autora, 2016.
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5.4 Periodo experimental de 180 dias

5.4.1 Evolucédo da ingestdo alimentar, massa e comprimentos corporais

Ap0s a intervencdo cirurgica, aos 90 dias de vida, o primeiro ponto analisado (aos 94
dias) mostrou uma reducdo na ingestdao alimentar nas ratas ovariectomizadas, OVX S e
OVX C. A partir dos 98 dias e até o final do periodo experimental a ingestdo alimentar foi
semelhante entre todos os grupos. Em relacdo a massa corporal, 0s grupos ovariectomizados
(OVX S e OVX C) apresentaram aumento significativo comparados aos seus respectivos
grupos controles (Sham S e Sham C), passando a diferir a partir dos 119 dias de vida.
Entretanto, ndo houve diferenca na massa corporal entre os grupos ovariectomizados e entre
0s grupos controles. O comprimento corporal dos animais ndo diferiu entre 0s grupos. Esses

resultados podem ser observados no Grafico 13 (A-C).
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Gréfico 13 — Ingestdo alimentar, massa e comprimento corporais de ratas aos 180 dias de vida
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Legenda: (a) Ingestdo alimentar; (b) Massa corporal; (¢) Comprimento corporal das ratas de 91 aos 180 dias de
vida. ShamS (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8,
ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola); OVXS (n=8, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo éleo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA
bivariada, seguida do pés-teste Bonferroni. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 OVX S vs Sham S;
OVX Cvs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.2 Andlise da composicdo corporal por DXA

Aos 180 dias de vida, os animais dos grupos OVX S e OVX C apresentaram massa
gorda total (49% e 46%), massa gorda do tronco (42% e 33%), porcentagem de gordura total
(31% e 20%) e porcentagem de gordura do tronco (31% e 20%) maiores em relacdo a seus

controles. Por outro lado, a ovariectomia determinou menor massa magra total (-28% e -19%)
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e massa magra do tronco (-25% e -19%), em relagcdo aos seus controles Sham S e Sham C,
respectivamente. A area 0ssea, 0 conteudo mineral 6sseo e a densidade mineral 6ssea ndo
diferiram entre os grupos. Nao houve diferenca entre os grupos Sham nem entre 0s grupos

OVX. Esses resultados podem ser observados na Tabela 12.

Tabela 12 — Composicéo corporal aos 180 dias de vida

Indicadores Sham S OVX S Sham C OovX C
Massa gorda total (g) 162,0£9,37 242,8+20,27** 165,4+14,47 242,8+5,34**
Massa magra total (g) 132,5+4,37 95,6+6,56*** 122,5+5,88 100,0+3,86**

Massa gorda do tronco (g)  140,7£12,13 201,0+16,34* 145,0+14,08 193,0+9,08*
Massa magra do tronco (g) 112,30+4,33 84,67+5,41** 106,80+7,47 87,33+2,76*

Gordura total (%) 55,63+2,58 72,83+3,41** 58,45+3,01 70,54+1,22**
Gordura do tronco (%) 55,17£2,68 72,82+3,45** 58,13+3,25 69,84+1,13*
CMO (g) 11,10+0,45  11,42+0,47  12,06+0,55  11,82+0,27
DMO (g/cm?) 0,164+0,002 0,159+0,001 0,165+0,002 0,159+0,001
Area Gssea (cm?) 70,60+3,23 71,67+2,35 71,33+3,06  72,80%1,74

Nota: Composicdo corporal de ratas aos 180 dias de vida, analisada por DXA. ShamS (n=8, ratas pseudo-
operadas alimentadas com dieta contendo éleo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo dleo de canola); OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas
com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta
contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA univariada, seguida do
pos-teste Newman Keuls. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 OVX S vs Sham S; OVX C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.3 Massa dos 6rgdos

As ratas OV X S apresentaram maior massa de gordura visceral (51%), em relagdo ao
grupo Sham S. A massa do Utero foi significativamente menor nos grupos ovariectomizados,
OVX S (-53%) e OVX C (-60%), em relacdo aos seus respectivos grupos controles. As
massas dos demais Orgdos ndo diferiram entre os grupos. Esses resultados podem ser

observados na Tabela 13.



Tabela 13 — Massa dos 6rgdos aos 180 dias de vida

Massa (g) Sham S OVXS Sham C ovXxcC
Gordura visceral 26,85+2,63 40,66+2,86* 30,25+2,81 35,1943,73
Figado 7,61+0,22 7,76+0,34 8,16+0,14 7,89+0,25
Pancreas 0,891+0,074 0,885+0,061 1,012+0,075 0,963+0,075
Utero 0,514+0,058 0,242+0,020*** 0,505+0,029 0,207+0,023***
Ovério 0,152+0,019 -—-- 0,128+0,014

Nota: Quantificagdo da massa dos 6rgédos de ratas aos 180 dias de vida. ShamS (n=8, ratas pseudo-
operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo dleo de canola); OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em mediatepm.
ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newman Keuls. * p<0,05; *** p<0,001 OVX S vs
Sham S; OVX C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.4 Dosagens plasmaéticas

Dentre as dosagens plasmaticas avaliadas, o grupo OV X S apresentou maiores valores
de colesterol (22%) e fosfatase alcalina (68%), enquanto no OVX C a fosfatase foi maior
(126%), comparados a seus respectivos grupos controles. O estradiol apresentou menores
concentragdes nos grupos ovariectomizados, OVX S (-53%) e OVX C (-29%). Embora a
concentracdo plasmatica de estradiol ndo difira entre os grupos Sham, destaca-se a menor
concentragdo no grupo Sham C (-19%). A insulina ndo diferiu significativamente entre os
grupos, no entanto, o grupo OVXC apresentou concentragdo 33% maior em relagéo ao seu

controle. As demais dosagens foram semelhantes entre os grupos. Esses resultados podem ser

observados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Dosagens plasmaéticas aos 180 dias de vida

82

Sham S OVXS Sham C OovXC
Colesterol (mg/dL) 127,7+6,51  156,949,35*  139,2+2,98 146,6+5,44
Triglicerideos (mg/dL) 87,40+3,12 93,04+1,18 86,99+3,18 91,78+2,11
HDL-c (mg/dL) 31,03+4,92 32,45+2,64  35,88+4,43 34,79+4,73
LDL-c (mg/dL) 86,72+¢3,58  88,76+7,50  85,14+2,89  91,87+3,79
VLDL-c (mg/dL) 17,90+0,66 18,10+0,38 18,18+0,67 19,94+1,10
Proteinas totais (mg/dL) 4,30+0,354 4,790,179 4,580,178  4,33+0,108
Albumina (mg/dL) 2,43+0,117 2,41+0,235 2,750,161 2,42+0,207
Célcio (mg/dL) 9,28+0,477  8,72+0,293  9,81+0,278  9,44+0,197
Fosforo (mg/dL) 3,96+0,269 3,89+0,342 3,86+0,393 4,0+0,312
Fosfatase alcalina (mg/dL) 37,60+4,29  63,50+14,71* 30,43%t4,94 68,83%5,34**
Estradiol (pg/mL) 102,40+13,26 48,97+5,51** 82,97+7,48  59,66+6,85*
Insulina (uU1/ml) 3457+4,74  32,34+364  32,924248  43,24+310

Nota: Dosagens de lipidios, hormonios, ions e proteinas em ratas aos 180 dias de vida. ShamS (n=8, ratas
pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo éleo de canola); OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas
com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta
contendo éleo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA univariada, seguida
do pds-teste Newman Keuls. * p<0,05; ** p<0,01 OVX S vs Sham S; OV X C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.5 Teste de tolerincia a glicose intraperitoneal (TTGI)

Aos 179 dias de vida, a glicemia de jejum, ponto 0 da curva do TTGI, ndo diferiu entre

0S grupos (Sham S:

113,6+4,93mg/dL;

OVX S:117,6+3,54mg/dL;

Sham C:

118,0+6,23mg/dL; OVX C: 123,8+1,19mg/dL). Apds a administracdo de solucdo de glicose, a
glicemia nos grupos ovariectomizados foi significativamente maior, em todos os pontos da
curva, quando comparada a de seus respectivos controles. Além disso, o grupo OVX C
apresentou glicemia significativamente maior que a dos demais grupos, em todos 0s pontos da

curva. Esses resultados podem ser observados no Gréafico 14.
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Gréfico 14 — Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal aos 180 dias de vida
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Legenda: Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal realizado em ratas apds jejum de 6 horas. Solucdo de
glicose administrada (29 /kg PC). ShamS (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta
contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de
canola); OV XS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC
(n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo
apresentados em médiatepm. ANOVA bivariada, seguida do pds-teste Bonferroni. ** p<0,01, ***

p<0,001 OVX S vs Sham S; OVX C vs Sham C. ## p<0,01, ### p<0,001 OVX C vs OVX S.
Fonte: A autora, 2016.

5.4.6 Indice de HOMA

Aos 180 dias de vida, 0 HOMA-IR foi maior somente no grupo OVX C, sendo 51%
maior comparado ao seu controle Sham C e 57% maior em relagdo ao grupo OVX S.

Enquanto, 0o HOMA-f nao diferiu entre os grupos. Esses resultados podem ser observados no
Grafico 15A e 15B.
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Grafico 15 — indice de HOMA de ratas aos 180 dias de vida
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Legenda: (a) HOMA-IR; (b) HOMA-B. ShamS (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo
6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola);
OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC (n=8,
ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em
médiatepm. ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newman Keuls. * p<0,05 OVX C vs Sham C.
## p<0,01 OVX C vs OVX S.

Fonte: A autora, 2016.
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5.4.7 Andlise histomorfométrica do pancreas

As imagens histologicas do pancreas mostraram ilhotas pancredticas de aspecto
regular e de tamanhos semelhantes (Figura 16). A avaliagdo morfométrica confirmou a

similaridade entre as areas das ilhotas pancreéaticas em todos os grupos (Gréafico 16).

Figura 16 — Fotomicrografias de pancreas de ratas aos 180 dias de vida

Legenda: (a) ShamS, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (b) OVXS, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (¢) ShamC, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola; (d) OVXC, ratas ovariectomizadas alimentadas com

dieta contendo 6leo de canola. n = 8 animais por grupo. Objetiva 20x. Colora¢do HE. Seta = ilhota
pancreética.

Fonte: A autora, 2016.
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Gréfico 16 — Area das ilhotas pancreéaticas de ratas aos 180 dias de vida
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Legenda: ShamS (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas
pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo Oleo de canola); OVXS (n=8, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA
univariada, seguida do pés-teste Newman Keuls.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.8 Andlise histomorfométrica do tecido adiposo retroperitoneal

Os animais de ambos os grupos Sham apresentaram adipdcitos de tamanho médio a
pequeno e, predominantemente, de formato poligonal. Enquanto, os animais ovariectomizados
apresentaram adipocitos de formato poligonal e tamanho grande (Figura 17). A avaliagdo
morfometrica corrobora estas informacoes, ressaltando a maior area de adipOcitos nos grupos

OVX S e OVX C quando comparados aos seus respectivos controles (Grafico 17).
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Figura 17 — Fotomicrografias de tecido adiposo retroperitoneal de ratas aos 180 dias de

vida

(a) (b)
(©) (d)

Legenda: (a) ShamS, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (b) OVXS, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (c) ShamC, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola; (d) OVXC, ratas ovariectomizadas alimentadas com
dieta contendo 6leo de canola. n = 8 animais por grupo. Objetiva 20x. Coloragéo HE.

Fonte: A autora, 2016.
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Grafico 17 — Area dos adipdcitos retroperitoneais de ratas aos 180 dias de vida
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Legenda: ShamsS (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas
pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo O6leo de canola); OVXS (n=8, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo éleo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA
univariada, seguida do pés-teste Newman Keuls. *** p>0,001 OVX S vs Sham S; OVX C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.9 Morfologia hepética

As imagens histoldgicas de figado revelaram que os animais alimentados com dieta
contendo Oleo de soja apresentam um parénquima hepatico de aspecto normal, com
hepatdcitos integros rodeando a veia centro-lobular. Em contrapartida, os animais alimentados
com dieta contendo 6leo de canola apresentaram esteatose hepatica, e, aparentemente, o

quadro é mais severo nos animais do grupo OVX C (Figura 18).



Figura 18 — Fotomicrografias de figado de ratas aos 180 dias de vida (continua)
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Figura 18 — Fotomicrografia de figado de ratas aos 180 dias de vida (concluséo)

Legenda: (a) ShamS, ratas pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (b) OVXS, ratas
ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja; (c) ShamC, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo 6leo de canola; (d) OVXC, ratas ovariectomizadas alimentadas com
dieta contendo 6leo de canola. n = 8 animais por grupo. Coloragdo HE. Imagens a esquerda = objetiva
de 20x; Imagens a direita = objetiva de 40x. Setas = gotas lipidicas. Cabecga de seta = veia centro-
lobular.

Fonte: A autora, 2016.

5.4.10 Conteudo intra- hepético de triglicerideo, colesterol e glicogénio

As amostras de figado dos animais do grupo OVX C revelaram maior contetdo de

triglicerideo hepatico (52%) quando comparado ao seu controle Sham C. Os conteGdos de
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colesterol e glicogénio hepaticos ndo diferiram entre os grupos. Esses resultados podem ser
observados no Grafico 18 (A-C).

Gréfico 18 — Analise de triglicerideo, colesterol e glicogénio hepéaticos aos 180 dias de vida
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Legenda: (a) Triglicerideo; (b) Colesterol; (c) Glicogénio hepéticos aos 180 dias de vida. ShamS (n=8, ratas
pseudo-operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas
alimentadas com dieta contendo éleo de canola); OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas
com dieta contendo dleo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta
contendo 6leo de canola). Valores sdo apresentados em médiatepm. ANOVA univariada, seguida do
pos-teste Newman Keuls. * p>0,05 OVX C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.
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A massa do fémur no grupo OVX S foi menor (-14%) em relagdo ao seu controle
Sham S. DMO de fémur e vértebra L4 foram menores nos grupos OVX S (-10% e -13%,

respectivamente) e OVX C (-9% e -14%, respectivamente), comparada aos seus controles. Da

mesma forma, evidenciou menores radiodensidades em cabeca de fémur e corpo vertebral nos
grupos OVX S (-15% e -17%) e OVX C (-15% e -21%), em relacdo a Seus respectivos

controles. As demais avaliacfes 0sseas ndo diferiram entre os grupos (Tabela 15).

Tabela 15 — Anélises Gsseas aos 180 dias de vida

Medidas 6sseas Sham S OVX'sS Sham C OVvXC
Peso fémur (g) 1,060,029  0,92+0,017*  1,01+0,028 1,0+0,044
Peso vértebra L4 (g) 0,38+0,013 0,35¢0,009  0,38+0,021  0,37+0,019
Distancia entre as epifises (mm) 37,190,320  36,49+0,383  36,86+0,251 36,86+0,373
Distancia entre os trocanteres (mm)  8,31+0,097 8,050,114 8,08+0,120 8,13+0,084
Largura da diafise (mm) 4,24+0,045 4,08+0,060 4,18+0,049 4,21+0,054
Altura da vértebra L4 (mm) 8,36+0,101 8,210,075 8,31+0,105 8,21+0,115
Indicadores de integridade 6ssea Sham S OVXS Sham C OovX C
DMO fémur (g/cm?) 0,166+0,003 0,150+0,003** 0,169+0,002 0,154+0,003**
CMO fémur (g) 0,46+0,020 0,41+0,014  0,46+0,020 0,430,018
Area Gssea fémur (cm?) 3,0+0,001 3,0+0,001 3,0+0,001 3,0+0,001
DMO veértebra L4 (g/cm?) 0,155+0,003 0,135+0,003** 0,152+0,005 0,132+0,004**
CMO vértebra L4 (g) 0,10+0,001 0,10£0,001  0,10+0,001  0,10+0,001
Area Gssea vértebra L4 (cm?) 1,0+0,001 1,0+0,001 1,0+0,001 1,0+0,001
Radiodensidade da cabeca 1517+14,99 1302+44,17** 1558+38,73 1336+49,30**
do fémur (HU)

Radiodensidade do corpo 1015+41,87 845,3+38,60** 1039+32,79 826,9+39,66**

vertebral da L4 (HU)

Nota:

Medidas de fémur e quarta vértebra lombar de ratas aos 180 dias de vida. ShamS (n=8, ratas pseudo-

operadas alimentadas com dieta contendo 6leo de soja); ShamC (n=8, ratas pseudo-operadas alimentadas
com dieta contendo dleo de canola); OVXS (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo
oleo de soja) e OVXC (n=8, ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta contendo 6leo de canola).
Valores sao apresentados em médiatepm. (ANOVA univariada, seguida do pos-teste Newman Keuls). *
p<0,05; ** p<0,01 OVX S vs Sham S; OVX C vs Sham C.

Fonte: A autora, 2016.
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6 DISCUSSAO

Dentre os varios fatores moduladores do metabolismo 0sseo, o fator nutricional vem
despontando nas pesquisas pelas possibilidades positivas e negativas de acdo, em fungéo do
tipo e da quantidade de alimento consumido. Os lipidios, ou mais especificamente, os acidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa devem ser consumidos em quantidades apropriadas,
para garantir a integridade 6ssea (KRUGER et al, 2010). A acdo hormonal também influencia
a dindmica Gssea, sendo o estradiol um importante regulador do crescimento dos 0ssos,
estimulando o crescimento linear e fechamento das epifises, e ainda, promovendo a
manutencdo da massa 0ssea. Dessa forma, entende-se que de acordo com a fase da vida que a
mulher se encontre, reprodutiva ou pds-menopausa, a integridade do o0sso se altera (OURY,
2012).

Ao longo do desenvolvimento, o 0sso passa por diferentes fases, em um constante
processo de remodelacdo. Na infancia e adolescéncia predomina o processo de formacéo
0ssea; na vida adulta ocorre um equilibrio entre formacdo e reabsorcdo, mantendo constante a
massa 0ssea; ja na senescéncia o processo de reabsorcdo prevalece, promovendo maior perda
Ossea (KARSENTY, 2012). Assim, torna-se relevante entender como o os fatores nutricional
e hormonal, isolados ou associados, influenciam o metabolismo 6sseo ao longo das etapas da
vida. O adequado pico de massa Ossea na adolescéncia pode significar beneficio a
manutencdo de sua integridade na senescéncia, prevenindo a reducdo acentuada da massa
6ssea (KRAHE, 2003).

No presente estudo, o perfil de fémeas murinas no periodo de desmame, 21 dias,
determinou o padrdo de composi¢do corporal e dados bioguimicos antes de uma intervencao
experimental. Ressalta-se que esta andlise inicial foi realizada para observar se havia
homogeneidade entre os animais. E assim, ratificou-se o previsto, com 0s animais
apresentando as mesmas caracteristicas corporais e metabodlicas no ponto inicial, nédo
ocorrendo discrepancias que pudessem interferir nos resultados. Destaca-se que possiveis
alteracOes sdo consequéncias da intervencdo experimental submetida a cada grupo, visto que o
perfil encontrado esta de acordo com o descrito na literatura (SANTOS, 2002).

As ratas jovens que consumiram racdo contendo 6leo de soja ou de canola, a partir do
desmame, ndo apresentaram alteracdo no padréo alimentar, massa e comprimento corporais e,
composicdo corporal analisada pelo DXA, aos 60 dias de vida. Constata-se que a dieta

normolipidica, contendo 6leo de soja ou Oleo de canola, promove acdo similar sobre o
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desenvolvimento corporal dos animais. Por outro lado, a dieta com 6leo de canola promoveu a
formagdo de adipdcitos retroperitoneais menores, possivelmente, sendo estes mais numerosos,
0 que compensou a massa de gordura visceral, tornando-a semelhante a dos animais
alimentados com dieta de 6leo de soja. Esse padrdo de desenvolvimento corporal e de
morfologia do tecido adiposo € independente do dimorfismo sexual, visto que resultados
similares foram observados em trabalho com ratos machos jovens alimentados com esta
mesma dieta (COSTA et al, 2012).

O consumo de oleo de canola durante o periodo de desenvolvimento e maturidade
sexual, 60 dias, promoveu alteragdes no metabolismo glicidico, levando ao estado de
intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina. Embora a glicemia de jejum
ndo diferisse entre os grupos, a hiperinsulinemia observada no grupo canola pode ser
explicada pelo fato dessas ratas secretarem maior quantidade de insulina para manter os niveis
normoglicémicos. Ademais, essas ratas ndo apresentam resposta eficiente a uma sobrecarga
de glicose, revelando problemas na captacao de glicose, em consequéncia de uma resisténcia a
insulina. Esse dado foi confirmado pelo aumento da area das ilhotas pancreéaticas, assim como
0 aumento do indice HOMA-B, que caracteriza maior atividade da ilhota pancreatica com
hipersecrecdo de insulina. O 06leo de canola é rico em &cido graxo monoinsaturado,
representado pelo &cido oléico, que desempenha importante papel sobre a via de secrecdo de
insulina e funcdo da célula beta. Sua acdo através de receptor acoplado a proteina G (GPR40)
estimula a secrecdo de insulina via aumento de célcio intracelular, apenas em condicGes de
alta concentracdo de glicose sanguinea. Portanto, a continua exposicdo ao acido oléico pode
induzir a elevacdo do calcio intracelular, de longa duracdo, e culminar em toxicidade ao
calcio, e consequente, disfuncdo das células beta (FUIIWARA, MAEKAWA & YADA,
2005). Nesse contexto, acredita-se que as alteracfes no metabolismo glicidico, observadas no
grupo canola, tenham ocorrido devido a disfungéo das células beta em resposta a exposicao ao
acido oléico presente nessa dieta.

Aos 60 dias de vida, a dieta contendo 0leo de canola tambem foi prejudicial para o
figado, promovendo aumento do seu peso associado com aumento de triglicerideo hepatico,
de alanina transaminase e fosfatase alcalina plasmaticas, o que sugere dano hepatico
(BERTOLAMI, 2005; CHAVES et al, 2012). A avaliacdo morfoldgica revelou um quadro de
micro-esteatose hepatica, sendo esta alteracdo considerada uma esteatose leve. O acumulo de
gordura no figado esta associado a resisténcia dos tecidos a insulina. Esta leva ao aumento da
lipdlise no tecido adiposo e maior aporte de acidos graxos ao figado, causando altera¢cdes no

metabolismo de acidos graxos, incluindo aumento da lipogénese hepaética, falha na oxidacéo
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de acidos graxos e aumento do conteddo de triglicerideo hepatico (BROWNING &
HORTON, 2004; CAVE et al, 2007). Outrossim, é descrito que o acido oléico é bastante
esteatogénico, e sua acdo esta relacionada com a diminuicdo da expressdao de PPAR-a e
aumento da expressdo de PPAR-y e PPAR-4. O acido oléico induz esteatose hepatica sem
alteracdo da via de sinalizacdo de insulina no figado, em consequéncia do aumento de
PPAR-5 (RICCHI et al, 2009; WU et al, 2012). E sugestivo que o quadro de esteatose
hepatica microvesicular observada, seja induzido pelo &cido oléico presente no dleo de
canola.

Por outro lado, o aumento de glicogénio hepatico no grupo canola parece estar
associado ao acido oléico, pois segundo descrito, este acido graxo estimula o aumento da
expressao do transportador de glicose no figado, GLUT-2, estimulando o influxo de glicose.
O estudo in vitro, realizado com células humanas hepaticas incubadas em alta concentracao
de &cido oléico, induziu esteatose hepatica e desencadeou 0 aumento da expressao de GLUT-
2, favorecendo a glicogénese (OKAMOTO, TANAKA & HAGA, 2002).

Quanto as concentracdes plasmaticas de estradiol, foi evidenciada em ratas, aos 60
dias, a diminuicdo deste horménio com o consumo de 6leo de canola. E descrito que os acidos
graxos poliinsaturados podem modular a expressdo de enzimas-chaves da esteroidogénese,
através de precursores da sintese de prostaglandinas, destacando a a¢do do acido araquiddnico
que aumenta a expressao de proteina StAR (WATHES, ABAYASEKARA & AITKEN, 2007;
ZACHUT et al, 2008). Também € descrito que o &cido linoléico aumenta o nimero de
foliculos e odcitos nos ovarios e as concentragdes plasmaticas de estradiol (ROBINSON et al,
2002; ZERON, SKLAN & ARAYV 2002). Assim, € possivel que nos animais do grupo canola,
cuja fonte dietética contém pouco acido linoléico, ocorra diminuicdo de &cido araquiddnico,
levando a menor esteroidogénese. Na literatura, ha escassos relatos que buscam correlacionar
0 0leo de canola ou o &cido oléico com o sistema reprodutor. Em um estudo, a diminuicdo de
estradiol e de acido araquidénico plasmaticos foi observada quando vacas consumiram dieta
com baixa concentracdo de acidos graxos insaturados, contendo 8,4% de acido oléico + 1,5%
de &cido linoléico (ZACHUT et al, 2008).

Os lipidios circulantes ndo diferiram entre os grupos, estando de acordo com a
definicdo que o consumo de &cidos graxos poliinsaturados em quantidades apropriadas €
benéfico para o perfil lipidico (WEILER & FITZPATRICK-WONG, 2002). E descrito que 0
acido linoléico diminui VLDL, ndo altera LDL e pode reduzir HDL, engquanto o acido
linolénico reduz VLDL, aumenta LDL e néo altera HDL, ja o acido oléico reduz VLDL, LDL
e colesterol total, sem aumentar triglicerideos (RICCARDIA, GIACCOB & RIVELLESE,
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2003; SMITH et al, 2003). A fosfatase alcalina, um marcador de formacao 0ssea, apresentou
aumento plasmatico nos animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola (CADORE,
BRENTANO & KRUEL, 2005). No entanto, como a técnica utilizada para avaliacdo de
fosfatase ndo era especifica para 0sso, ndo é possivel inferir o maior estimulo para formagéo
0ssea no grupo canola, visto que alteracbes hepaticas também podem promover aumento de
fosfatase alcalina (RAUCH et al, 1997; MILLER et al, 1999; BERTOLAMI, 2005).

Em relacdo a estrutura 6ssea, os metodos de estudo utilizados — medidas, tomografia e
densitometria — ndo apontaram diferenca entre 0s grupos aos 60 dias. Associado a esses
resultados, as concentracfes plasmaéticas de calcio e fosforo também se mantiveram similares
entre 0s grupos. Nesse periodo experimental, 0s animais sdo jovens e se encontram em
processo de formacdo Ossea. A dieta contendo éleo de canola ndo influenciou o processo de
remodelacdo dssea e nem estimulou um maior pico de massa 0ssea, considerando o papel
estimulador do dmega-3 sobre a formacdo dssea. Provavelmente, a razdo 6mega-6/6mega-3
do 6leo de canola, ndo seja suficiente para promover beneficios, além de serem desconhecidos
os efeitos do acido oléico sobre a estrutura ossea.

Ao comparar o presente resultado com estudo prévio do nosso grupo realizado em
ratos machos jovens (COSTA et al, 2012), foram observados melhores resultados na estrutura
Ossea de fémeas. Nos machos, a dieta com dleo de canola promoveu reducdo do peso das
pecas Osseas e da densidade mineral 6ssea de fémur e vértebra lombar, além de menor
concentracdo dos niveis de insulina e menor adiposidade abdominal. Essa resposta género-
dependente pode ser devido ao fato das fémeas possuirem o estradiol como um horménio
regulador do processo de remodelacdo 6ssea, inibindo a reabsorcao e favorecendo a formacéo
Ossea (KOURSENTY, 2012; OURY, 2012). Refor¢cando esta resposta houve o aumento da
concentracdo de insulina nas fémeas, outro potente horménio regulador do desenvolvimento
0sseo, atuando diretamente na proliferagdo e atividade dos osteoblastos e estimulando a
formagéo Ossea (ZILLIKENS et al, 2010). Até mesmo a adiposidade, promovendo maior agdo

mecénica, pode estar beneficiando a estrutura 0ssea das fémeas (RHIE et al, 2010).

Aos 90 dias de vida, os animais dos grupos canola e soja mostraram respostas
similares a varios aspectos estudados. A estrutura corporal avaliada através de medidas e por
densitometria foi semelhante entre 0s grupos, assim como, a ingestdo alimentar. A
alimentacdo com Gleo de canola promoveu uma resposta bioldgica tipica no tecido adiposo,
ou seja, com adipdcitos retroperitoneais pequenos, e provavelmente, mais numerosos. O 6leo

de canola, comparado ao 0leo de soja, apresenta baixa quantidade de émega-6 (21% vs. 54%)
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e maior quantidade de 6mega-3 (11% vs. 8%), respectivamente. E descrito que a elevada
ingestdo de Omega-6 promove o recrutamento e a diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipdcitos, via receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR-y). Logo, a menor
ingestdo deste acido graxo determina menor adipogénese e menor hipertrofia de adipdcitos
(MASSIERA et al, 2003). Complementando, a ingestéo de fontes ricas em émega-3 estimula
a expressao de genes relacionados a oxidagdo dos acidos graxos e a supressdo de genes
lipogénicos através da acdo de PPAR-a sobre o fator de transcrigdo SREBP (proteina ligante
do elemento regulatério de esterdides), com consequente limitacdo ao acumulo de gordura
ingerida e reducdo da area dos adipdcitos (HSU & HUANG, 2006).

Em relacdo ao metabolismo glicidico, ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto aos
indicadores avaliados. Aos 90 dias de vida, o consumo de rac¢do contendo 6leo de soja ou de
canola ndo interferiu na glicemia, insulinemia, indices de HOMA e estrutura das ilhotas
pancredticas, tendo ambos 0s grupos, uma resposta metabdlica a sobrecarga de glicose, dentro
dos padrdes de normalidade.

Os indicadores hepaticos de estrutura e funcdo avaliados apresentaram aspectos de
normalidade, nos grupos soja e canola. Exceto pelo aumento de glicogénio hepatico
verificado nos animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola. O maior acimulo de
glicose hepatica pode estar associado ao tipo de &cido graxo presente na dieta, posto que a
resposta observada sugere um efeito estimulador do acido oléico sobre a glicogénese hepética.
De acordo com a literatura, o acido oléico aumenta a expressdo de GLUT-2 e acelera a sintese
de glicogénio hepéatico através do aumento da atividade da enzima serina desidratase
(TAKEUCHI et al, 2001; OKAMOTO, TANAKA & HAGA, 2002).

Surpreendentemente a fosfatase alcalina estava aumentada no grupo canola, sugestivo
de um dano hepaético anterior, porém, ndo condizendo com o aspecto morfoldgico do figado e
tdo pouco, com a estrutura Ossea aos 90 dias de vida. As andlises 06sseas e o contetdo
plasmatico de calcio e fosforo ndo diferiram entre os grupos mostrando que o0s 6leos vegetais
utilizados mantiveram a homeostasia no tecido ¢sseo. E bastante descrito na literatura que
dietas contendo 6mega-3 ou com baixa relagdo dmega-6/6mega-3 estdo associadas a formacao
Ossea e reducdo do turnover ésseo, sendo sugeridas como parte do tratamento contra
osteoporose (WATKINS et al, 2000; WATKINS et al, 2003; WEISS et al, 2005; RAHMAN
et al, 2009). Conforme verificado aos 60 dias, a baixa relacdo 6mega-6/06mega-3 do Gleo de

canola, comparado ao 6leo de soja, ndo atingiu as expectativas de um melhor padréo dsseo.
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Aos 180 dias de vida, os animais estavam sobre a influéncia do tipo de dieta e,
também da presenca ou deficiéncia de esterdides sexuais. Esta Ultima, determinada pela
remocao bilateral dos ovarios, sendo esta pratica muito comum para simular a menopausa em
modelos experimentais (ARMADA et al, 2006; KORSE et al, 2009; SANTANA et al, 2011).
Antes de realizar a ovariectomia, todos 0s animais foram submetidos a anélise da composicao
corporal por DXA, de forma a observar suas condigdes iniciais antes de submeté-los a outro
fator que modula o metabolismo 0sseo. Nessa etapa, todos 0s quatro grupos foram avaliados
por citologia vaginal. As ratas dos grupos Sham apresentavam ciclo estral regular e as dos
grupos OVX encontravam-se em anestro.

A evolucdo da massa corporal mostrou que a remocdo dos ovarios levou ao ganho de
massa corporal, sem alteracdo na ingestdo alimentar. Esta variacdo da massa corporal vem
sendo relatada em muitos estudos, associada ou ndo com a hiperfagia (GEARY, 2004;
ASSARIAN & GEARY, 2006; SANTANA et al, 2011). Logo apds a cirurgia, 0S grupos
ovariectomizados apresentaram uma diminuicdo na ingestdo alimentar, que pode ser reflexo
da dor causada pela intervencdo cirurgica, apesar dos animais terem recebido solucdo
analgeésica pds-cirurgica. Poucos dias depois, 0 consumo alimentar foi normalizado.

A comprovagao da eficacia do modelo de ovariectomia foi determinada pela reducéo
significativa da concentracdo plasmatica de estradiol e da massa do utero, conforme descrito
em outros estudos que utilizam este modelo experimental de menopausa (ARMADA et al,
2006; SACCO et al, 2009; ARAUJO et al, 2010; MA et al, 2010; SANTANA et al, 2011). A
massa do utero € normalmente utilizada como um indicador de deficiéncia estrogénica, uma
vez que este 6rgao é alvo de estrogénios e na sua auséncia é desencadeado um processo de
atrofia endometrial (RIMOLDI et al, 2007). A concentracdo plasmaética de estradiol observada
nos grupos OVX é consequéncia da conversdo periférica de androgénios, provenientes da
glandula adrenal, no tecido adiposo pela a¢do da enzima aromatase (FRANCI & ANSELMO-
FRANCI, 2013).

O estrogénio é um importante regulador da deposicao lipidica no tecido adiposo. Sua
auséncia, em mulheres apds a menopausa € em modelos experimentais de ovariectomia,
promove 0 aumento da massa corporal, a redistribuicdo e o aumento da deposicédo de tecido
adiposo na regido abdominal e a hipertrofia de adipdcitos (ARABI et al, 2003; ARMADA et
al, 2006; SAENGSIRISUWAN et al, 2009; SANTANA et al, 2011). Nas ratas OVX S e
OVX C o aumento tipico na adiposidade foi observado, com hipertrofia de adipdcitos,
aumentada massa e percentual de gordura total e do tronco, avaliadas pelo DXA, bem como,

pela massa de gordura visceral.
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A massa magra, outro indicador de composicdo corporal, apresentou uma redugéo que
ja é bem descrita em modelos experimentais de ovariectomia e em mulheres apds a
menopausa (ORSATTI et al, 2006; LEITE et al, 2009; CORAZZA, 2012). A sarcopenia é
uma caracteristica do processo de envelhecimento e tem como fatores predisponentes, a
diminuicdo de atividade fisica, 0 aumento dos processos catabolicos no musculo esquelético,
0 aumento de mediadores inflamatérios e a diminuicdo do horménio do crescimento e de
esterdides sexuais (DOHERTY, 2003; ALMADA-FILHO E CENDOROGLO, 2013). No
presente estudo, possivelmente, a sarcopenia esta relacionada a deficiéncia estrogénica. No
entanto, ha pouca informacdo disponivel sobre este mecanismo de acdo. A massa muscular
ndo é afetada diretamente pelos estrogenos e na menopausa tal redugdo é oriunda de algum
evento secundario, sendo postulado que a sarcopenia na menopausa € consequéncia dos
baixos niveis séricos de testosterona livre (VOLPI, NAZEMI & FUIJITA, 2004). Outro
mecanismo relatado é o aumento na producdo de IL-1 e IL-6 em consequéncia da diminuicéo
dos hormdnios sexuais, sugerindo um efeito catabdlico indireto sobre o musculo (MORLEY,
THOMAS & WILSON, 2006).

As ratas ovariectomizadas, apesar da normoglicemia em jejum, sdo intolerantes a
sobrecarga de glicose, determinando uma falha no controle glicémico. Enquanto a insulinemia
ndo se altera entre 0s grupos, mas, tende a ser mais elevada nos animais OVX C,
acompanhando o significativo aumento no HOMA-IR, apontando para uma resisténcia a
insulina nestes animais. Por outro lado, a area e a capacidade secretéria da ilhota pancreatica
se mantiveram semelhantes em todos os grupos. Nesse contexto, nota-se que 0s animais
possuem uma secrecdo de insulina normal, o que os mantém normoglicémicos. Porém, em
condigdes de sobrecarga de glicose, os grupos OVX ndo apresentam eficiéncia na funcgéo
insulinica, seja por ndo aumentar a secrecdo de insulina ou por resisténcia a insulina, passando
a uma situacdo de hiperglicemia. As altera¢cbes no metabolismo glicidico promovidas pela
ovariectomia sdo caracterizadas por hiperglicemia, intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina (ROSANO et al, 2003; LIU et al, 2004; MACOTELA et al, 2009).
Destaca-se nas ratas OV X C, maior efeito negativo sobre a glicemia, estando esta resposta
associada a interacdo dos dois fatores, a longa exposi¢do ao &cido oléico presente no 6leo de
canola e a deficiéncia estrogénica.

A deficiéncia estrogénica esta associada a alteracfes desfavoraveis no perfil lipidico,
com aumento nas concentracGes séricas de triglicerideos, colesterol total e LDL-c e declinio
de HDL-c (BITTNER, 2001; ROSANO et al, 2003; LEITE et al, 2009). No presente estudo, a

ovariectomia foi responsavel pelo aumento da concentracdo plasmatica de colesterol total no
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grupo OVX S. Por outro lado, o 6leo de canola atuou como fator protetor no grupo OVX C,
por ser uma importante fonte de dmega-3 e apresentar elevada proporcéo de 6mega-9, quando
comparado ao 6leo de soja (61% vs. 23%, respectivamente). Ja foi estabelecido que dieta
enriquecida com dmega-3 é benéfica para a reducdo sérica de colesterol, triglicerideos e
manutencdo do HDL-c (LIEN et al, 2001; MORI et al, 2003). Assim como, 0 dmega-9 tem
um importante papel na reducéo do colesterol sérico e manutengdo de HDL-c e triglicerideo
(SMITH et al, 2003). Dessa forma, sugere-se que a dieta contendo 6leo de canola apresenta
um efeito protetor em relacdo ao perfil lipidico, prevenindo as alteracdes lipidicas promovidas
pela deficiéncia estrogénica.

Em situacdo de deficiéncia estrogénica ocorrem alteragdes no metabolismo hepético,
com diminuicdo da oxidacdo de acidos graxos que favorecem o acumulo de triglicerideos e
levam ao quadro de esteatose hepatica (CAMPOS-SHIMADA et al, 2015; PARKOSADZE et
al, 2012). O grupo OVX C apresentou esta resposta padrdo, com aumento do contetdo intra-
hepéatico de triglicerideo e presenca de goticulas lipidicas no parénquima hepéatico. Em
contrapartida, o grupo OVX S ndo apresentou alteracfes hepaticas. As alteracdes hepaticas s6
foram observadas nos animais alimentados com dieta contendo 6leo de canola (Sham C e
OVX C), destacando que nos animais Sham C essas alteracGes foram relacionadas apenas a
morfologia, com presenca de esteatose hepética. A dieta contendo 6leo de canola promove
alteracbes hepaticas e quando associada com a deficiéncia estrogénica exacerba essas
alteracdes.

O modelo de ovariectomia em ratas é amplamente empregado como um modelo
experimental de osteoporose, sendo considerado excelente por transmitir as principais
caracteristicas da deficiéncia do estrogénio no esqueleto, levando ao aumento da perda dssea,
caracteristica de osteopenia e osteoporose (PRIEMEL et al, 2002; LI et al, 2003). Embora
ratos apresentem uma postura quadripede, diferindo da postura bipede de humanos, as
semelhancas da arquitetura da vertebra e do fémur entre eles sugerem que ratos podem ser
utilizados na caracterizacdo das alteracdes 0sseas associadas a idade ou fatores hormonais (LI
et al, 2003).

A técnica de densitometria € bastante utilizada na anélise da composigdo corporal e da
estrutura 6ssea em estudos de osteoporose, sendo o DXA considerado “padrdao ouro” em
estudos clinicos (IJUIN et al, 2002; BACON et al, 2004; GUPTA et al, 2012) e também
utilizado com sucesso em modelos animais (LUKASKI et al, 2001; GLICKMAN et al, 2004;
TSUJIO et al, 2009; COSTA et al, 2015).
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Embora a andlise da composi¢do corporal, pelo DXA, ndo tenha evidenciado
quaisquer diferenca nos indicadores 0sseos entre 0s grupos, a estratégia para avaliar a peca
Ossea isoladamente, fémur e vértebra lombar, evidencia alteracdes pontuais, tendo em vista as
diferencas regionais quanto a proporcdo de osso trabecular e cortical (SIROIS, CHEUNG &
WARD, 2003; RAHMAN et al, 2009; COSTA et al, 2012; COSTA et al, 2015). Dessa forma,
as diferencas entre OVX e Sham se destacaram na andlise isolada das pecas ésseas,
ressaltando menor densidade mineral dssea em 0sso cortical e trabecular nos grupos OVX.
Apesar da significativa reducdo da densidade mineral dssea nos grupos OV X, sugerindo mais
reabsorcao Ossea, ndo foram observadas alteracdes em calcio e fosforo plasmaticos. Na
literatura € descrito que na deficiéncia de esterdides sexuais ha hipocalcemia devido a redugéo
da absorcao intestinal de célcio, sendo considerado um evento momentéaneo. O calcio, por ser
o0 principal regulador da paratiredide, em baixa concentracdo promove aumento da secrecao
de PTH, que aumenta a reabsorcdo Ossea para restabelecer a normocalcemia. Logo, a
hipocalcemia da castracdo é observada no inicio da deficiéncia dos hormdnios sexuais, sendo
prontamente compensada (SERAKIDES et al, 2000; RIBEIRO et al, 2003). Dessa forma,
explica-se a semelhanca dos valores plasmaticos de célcio observado entre 0s grupos
experimentais. Assim como o célcio, as concentracbes plasmaticas de fosforo foram similares
entre 0s grupos, corroborando com relatos na literatura que ndo observaram alteracdo na
fosfatemia em deficiéncia de esterdides sexuais (VERAS, 2005).

Complementando o estudo das pecas 6sseas, foram realizadas analises radioldgicas,
por tomografia computadorizada, em regides especificas do fémur e da vértebra lombar, com
0 intuito de obter uma avaliacdo mais sensivel dos compartimentos 6sseos. A andlise da
cabeca do fémur foi determinada por ser um local de osso cortical, além de ser uma regido
com maior risco de fraturas. Enquanto, na vértebra lombar foi selecionada a regido do corpo
vertebral, local predominantemente constituido por osso trabecular (ADAMI et al, 2009;
MARCU et al, 2011; COSTA et al, 2011; COSTA et al, 2015). Assim, através de tomografia
computadorizada foi evidenciada a diminuicdo da radiodensidade na cabeca do fémur e no
corpo vertebral nos grupos OVX.

Em geral, os indicadores da integridade 6ssea foram menores nos grupos OV X, como
radiodensidade da cabeca do fémur e do corpo vertebral, densidade mineral ¢ssea do fémur e
da quarta vértebra lombar, e, somente no grupo OVX S, menor massa do fémur. O acido
linoléico é um precursor do acido araquiddnico, o qual estimula a producéo de PGE> que em
excesso promove perda da massa 6ssea e contribui para a patogénese da osteoporose pos-
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menopausa (YUN & LEE, 2004; ONO et al, 2005). Assim, esta pode ser a justificativa para a
menor massa de fémur identificada no grupo OVX S.

A reducdo da densidade mineral 6ssea em mulheres na menopausa, assim como em
modelos experimentais de ovariectomia vem sendo bastante descrito (IJUIN et al, 2002;
POULSEN et al, 2007; SHIGUEMOTO et al, 2007; GUPTA et al, 2012). O fenémeno esta
relacionado com a perda do efeito protetor do estrogénio que leva ao desequilibrio entre
formacédo e reabsorcao 6ssea, favorecendo a perda 0ssea, reduzindo a forca e rigidez do 0sso e
aumentando o risco de fraturas (LI et al, 2003; KARSENTY et al, 2012; OURY et al, 2012).
O uso exclusivo de dietas enriquecidas com &cidos graxos poliinsaturados — émega-3, 6mega-
9 ou com baixa relagdo 6mega-6/6mega-3 — vem sendo aplicado para prevenir a perda déssea,
porém, os resultados sdo contraditérios. Enquanto alguns estudos relatam efeitos positivos
(WATKINS et al, 2006; GRIEL et al, 2007; RAHMAN et al, 2009), outros descrevem que as
dietas suplementadas com 6mega-3 ou com Omega-9 ndo sdo capazes de reverter ou de
prevenir os efeitos deletérios da deficiéncia estrogénica sobre a estrutura 6ssea (LUCAS et al,
2002; DODIN et al, 2005; SACCO et al, 2009; AZEMATI et al, 2012). No entanto, o efeito
protetor foi apenas observado quando dietas suplementadas com 6mega-3 sdo associadas a
terapia de reposi¢cdo hormonal, com baixas doses de estrogénio (SACCO et al, 2009). No
presente estudo, o 6leo de canola ndo foi eficaz para prevenir os efeitos deletérios da
deficiéncia estrogénica, ja que o grupo OV X C apresenta perda 6ssea. Resultados semelhantes
foram descritos em um estudo realizado com mulheres Iranianas, pos-menopausa e
apresentando osteoporose, nas quais o 0leo de canola ndo apresentou efeitos sobre a estrutura
0ssea (AZEMATI et al, 2012).

A manipulacao nutricional no periodo pos-desmame promoveu alteragdes metabdlicas
durante o periodo de desenvolvimento que, no entanto, ndo permaneceram nos animais
adultos. Os animais do grupo canola apresentaram, aos 60 dias de vida, alteracbes promovidas
por uma intervencdo nutricional, destacando que esta é uma fase critica para o0
desenvolvimento do animal. A manutencao do estimulo promoveu uma adaptacao estrutural e
metabolica aos 90 dias de vida. Tal homeostasia metabdlica se perdeu com o estado de
deficiéncia estrogénica. Assim, aos 180 dias de vida, alteragdes metabolicas foram
proporcionadas, em grande parte, pela deficiéncia estrogénica, e o tipo de acido graxo
presente na dieta ndo foi mais o fator diferencial. Em compensagéo, a associacdo da
deficiéncia estrogénica com a alimentagdo contendo Oleo de canola, exacerbou os efeitos

negativos sobre o metabolismo.
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CONCLUSAO

A dieta contendo Oleo de canola ndo foi benéfica para a estrutura Ossea, nem
promovendo maior pico de massa 6ssea na maturidade sexual, nem prevenindo a perda 6ssea
causada pela deficiéncia estrogénica. Adicionalmente, foi deletéria para o metabolismo
glicidico e promoveu danos hepaticos, nas ratas jovens e, quando associada a deficiéncia

estrogénica exacerbou as alteracdes glicidicas e hepaticas.
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