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1.INTRODUCAO




O crescente numero de individuos acometidos pelas doencas cronicas ndo
transmissiveis (DCNT) e com as faixas etarias menores cada vez mais
atingidas, traz a preocupagdo sobre as conseqiéncias do aparecimento
precoce dessas comorbidades e o desenvolvimento a longo prazo, com 0s

impactos na saude desses individuos (WHO, 2006; IBGE, 2011).

Alguns estudos tém mostrado que o ambiente onde o individuo se
desenvolve tem papel importante no aparecimento dessas doencas, nao

estando relacionadas apenas a genética (CHECHI et al., 2010).

Atualmente, refletindo uma nova organizacédo familiar, adaptada ao estilo
de vida ocidental e a globalizacdo percebe-se uma modificagdo do padréo
alimentar, com aumento da alimentacdo consumida fora de casa, em
estabelecimentos onde o preparo e o consumo sdo rapidos e os alimentos

possuem alta palatabilidade (BAYOL et al., 2010)

Esse tipo de dieta com alta palatabilidade € chamada de dieta de cafeteria,
hiperlipidica ou dieta hiperpalatavel. Tém elevado teor de carboidratos, na sua
maioria carboidratos simples, provenientes do uso de cereais refinados;
grandes quantidades de gordura, principalmente gorduras saturadas e/ou trans
e baixo teor de proteinas, fibras alimentares e micronutrientes (BAYOL et al.,

2010; ELAHI et al., 2009).

Diversas sdo as consequUéncias a saude humana relacionada a dietas de
cafeteria, entre elas a capacidade de desenvolvimento da obesidade pela
elevada densidade caldrica, pelas por¢cdes comercializadas e pelas alteractes
metabdlicas provocadas pelo excesso de peso e pelo desequilibrio na oferta

dos macro e micronutrientes (ALBUQUERQUE et al., 2006).



Outro importante aspecto diz respeito ao consumo desse tipo de dieta e
sua associa¢do com diabetes melittus e hipertensdo durante fases especificas
do desenvolvimento, como gestacdo e lactagdo. O excesso de glicose
circulante e o perfil lipidico alterado da mae sao capazes de trazer

repercussodes para o feto?

Atualmente, varios estudos tém tentado responder a essa pergunta. Tem-
se debatido os diversos fatores determinantes da patogénese dessas DCNT,
relacionando-as ndo apenas a uma alteracdo genética, mas sim a uma
adaptacdo as condi¢cdes ambientais do inicio da vida, muitas vezes ainda no
periodo fetal. Essas adaptacdes tém como resposta, diversos agravos a saude

na vida adulta (FALL, 2009; LUCAS, 1991).

O consumo cada vez maior das dietas de cafeteria por mulheres jovens em
idade reprodutiva e o aumento na prevaléncia da obesidade e suas
complicacBes nessa faixa da populacéo, principalmente durante a gestacao e
lactacdo, tem trazido a tona o questionamento sobre quais os reflexos na
saude da prole causados por esse desequilibrio na oferta de nutrientes em fase

de desenvolvimento (OBEN et al., 2009).

Hoje, sabe-se que a exposicdo a um ambiente intrauterino anormal
desempenha um papel importante na predisposicdo do feto para o
desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas (CHECHI et al., 2010).
Estudos experimentais que investigam a programacdo neonatal e doencas
metabodlicas em adultos tém se concentrado principalmente nos efeitos da
restricdo caldrica ou protéica, cujo efeitos descritos na literatura passam por

alteracbes no desenvolvimento somatico, no consumo alimentar e alteracdes
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metabdlicas (BARRETO-MEDEIROS et al., 2007). A presenca de doencas
como a obesidade, e consumo de dietas ricas em gorduras e/ou diabetes
gestacional também tem sido foco desse tipo de trabalho (ZHIXIONG et al.,

2009).

Trabalhos como o de BOUANANE et al (2010), ROSS e MCGILL (2006) e
ALBUQUERQUE et al.,(2006) tém abordado o consumo excessivo de gordura
durante as fases criticas do desenvolvimento. Eles tém associado a dieta
materna com o aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares,
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e diversas outras alteracfes que surgem

ainda na vida precoce.

Hoje, a tematica dedicada a identificacdo de fatores maternos alterando a
programacdo metabdlica dos descendentes chama-se programming. O termo
programming € usado para descrever 0s mecanismos pelos quais os estimulos
ou insultos durante o periodo critico do desenvolvimento tém efeitos por toda a
vida do individuo (BAGBY, 2007). Esse periodo, que vai da concep¢ao ao
nascimento — caracterizado por rapido crescimento, replicacéo e diferenciacao
celular — é bastante sensivel (PISANI et al.,, 2008). A teoria € que uma
combinacdo de mecanismos agem a nivel de orgaos, tecidos, células e

moléculas (SIMEONI e BARKER, 2009).

Diante da possibilidade de desenvolvimento de desordens organicas
causadas pela dieta de cafeteria ainda na primeira fase da vida, o presente
estudo foi desenvolvido com o0 objetivo de investigar os efeitos do consumo
dessa dieta durante a gestacdo e lactacdo sobre o crescimento somatico e

parametros metabolicos em ratos neonatos.
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Estudos avaliando os efeitos precoces sdo de grande interesse para
identificarmos quais as consequéncias fisiopatolégicas podem ser detectadas
ja na primeira fase da vida, e como possivelmente se desenvolverdo na vida

adulta, determinando a saude do individuo a longo prazo.
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2. REVISAO DE LITERATURA




A teoria da programacdo neonatal sugere que, eventos desfavoraveis
durante a vida intrauterina induzem respostas compensatorias no feto que,
decorrente da plasticidade nesse periodo de desenvolvimento, persistem e,
assim, provocam limitagdes na adaptabilidade da vida adulta (GLUCKMAN e

HANSON, 2004, BARKER e MARTYN, 1993).

Estudos experimentais tém investigado o efeito da dieta da mae nos
periodos criticos do desenvolvimento, como na gestacdo e lactacao,
submetendo-as aos efeitos da desnutricdo, como na restricdo caldrica
(ZHIXIONG et al., 2009). Porém, ha que se considerar que, na sociedade
ocidental atual, os insultos intra-uterinos relacionados a mae, seriam mais

relacionados ao seu estado de saude e o consumo de gorduras em excesso,

bem como o tipo de gordura (GIRAUDO et al., 2010).

Os acidos graxos da dieta sdo conhecidos por influenciar a composicao
dos triglicerideos armazenados e dos fosfolipideos das membrana celulares
dos tecidos, além de acumularem-se nos tecidos fetais, pela capacidade de

atravessar a placenta e pelo leite materno (ALBUQUERQUE et al., 2006)

De fato, o enriquecimento dos fosfolipideos nessas membranas com
acidos graxos saturados prejudicam a agao da insulina no masculo esquelético
e no tecido adiposo, por diminuirem a fluidez e alteram bioquimicamente as
propriedades e funcionalidade das proteinas membranares (CHECHI et al.,

2010).

Em neonatos com contato direto com essa dieta, o nUmero absoluto de
células dos 6rgdos pode estar aumentado ou diminuido e a proporcédo e

distribuicdo de diferentes tipos de células nesses tecidos sofre uma alteracéo,
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levando a um desbalanco funcional (FALL, 2009). O suprimento sanguineo
normal também pode estar comprometido, e receptores hormonais elevados ou
reduzidos resultam em mecanismos de controle e feedback alterados

(BARKER, 2004).

Simeoni e Barker (2009) e Buckley (2005) encontraram que, os filhotes de
maes com obesidade e hiperglicemia tinham 6 vezes mais chances de
apresentarem resisténcia a insulina em relacéo aos controles. Além disso, eles
tém cerca de 20% a mais de gordura corporal, IMC e pressédo arterial mais
elevados, e respondiam menos a oscilagcbes de glicemia. Essas alteracdes
eram detectaveis ja no inicio da vida. A longo prazo, a prevaléncia de
obesidade também é maior no grupo cujas maes apresentavam excesso de

glicose circulante (GIRAUDO et al., 2010).

A ingestdo materna de gordura contribui para o desenvolvimento de
esteatose hepatica, além da ativacao da lipogénese hepatica, pela reducéo da
oxidacdo hepatica de acidos graxos. A diminuicdo da oxidacdo de &acidos
graxos é um achado comum na obesidade, que resulta na formacédo de
concentracfes de trigicerideos no figado e leva, posteriormente, a esteatose

hepatica (BOUANANE et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2006).

No estudo de Oben et al (2010), os filhotes de méaes obesas durante a
gestacao e lactacdo apresentavam maior contetudo de triglicérides no figado,
aumento de enzimas hepaticas sinalizadoras de dano hepatico e liberacdo de

substancias indutoras de fibrogénese hepatica.

A alimentacdo materna e a obesidade também influenciam negativamente

no desenvolvimento renal, pois a dieta excessivamente rica em gordura e
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acidos graxos saturados é capaz de induzir a resisténcia a insulina, levando a

lipdlise e hiperinsulinismo (SIMEONI e BARKER, 2009).

Durante a nefrogénese, a resisténcia a insulina e excesso de glicose
intracelular induz hipdxia e estresse oxidativo, que resulta em alteracfes
patolégicas na expressdo génica, aumentando a producdo de citocinas
inflamatorias e fatores de transcri¢do, levando a apoptose celular (REIS et al.,

2008; INGELFINGER e WOODS, 2002).

O hiperinsulinismo provoca ainda indesejaveis efeitos secundarios aos rins,
tais como a retencdo de sodio renal e aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico, com resisténcia em outros tecidos, como o endotélio,

resultando em vasodilatacdo prejudicada (PARENTE et al., 2008).

A estrutura vascular corpérea € profundamente alterada nessas
circunstancias, levando pressdo sanguinea elevada e sobrecarga renal. A
explicacdo para isso € que devido a disfuncdo endotelial precoce gera uma
densidade vascular diminuida e aumento da resisténcia vascular, fatores que

estdo entre as alteragdes mais precoces da HAS (BENZ e AMANN, 2010).

7z

Essa disfuncdo é parte importante para explicar o funcionamento
inadequado do sistema renal e o aparecimento da hipertensédo a longo prazo

desenvolvido nesses individuos (SIMEONI e BARKER, 2009).

Mesmo com diferencas fisiolégicas inegaveis entre humanos e animais,
esse tipo estudo pode nos ajudar a observar as consequéncias desse
desequilibrio alimentar no inicio da vida e o peso desse insulto na etiologia de
disfuncdes organicas que afetam o figado e os rins, quem sabe até propondo

NOVOoS rumos na pesquisa desse problema de saude publica dos dias atuais.
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3. OBJETIVOS




3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do consumo de dieta de cafeteria durante a gestacao e
lactacdo sobre o crescimento somatico e parametros metabdlicos de ratos

neonatos.

3.2 Objetivos especificos

Em ratos cujas maes foram alimentadas com dieta de cafeteria durante a
gestacao e a lactacao, avaliar:

- O crescimento somatico.

- Os indicadores metabdlicos hepéticos AST (aspartato aminotransferase) e
ALT (alanina aminotransferase) e renais (creatinina, uréia e acido Urico);

- As proteinas plasmaticas pela dosagem de albumina e proteinas totais

séricas.
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4. HIPOTESE
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O consumo de dieta de cafeteria durante a gestacéo e lactacdo prejudica a os

parametros renal e hepatico, e as proteinas plasmaticas de ratos neonatos.
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5.MATERIAL E METODOS




5.1 Grupos

Foram utilizadas fémeas de Rattus norvegicus, variedade albinus, da
linhagem Wistar com 90 a 100 dias de vida, provenientes do Laboratorio de
Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo da Universidade Federal da
Bahia. Estas foram colocadas em caixas de polipropileno com ratos machos
durante toda noite e na manha seguinte foi feito o teste do esfregaco vaginal,

com a presenca de espermatozoéides indicando o primeiro dia de gestacao.

Apés a constatacdo da gestacdo, as ratas eram isoladas em caixas
individuais e divididas em dois grupos, segundo a manipulacao nutricional. Um
grupo, também chamado de grupo controle (GC) recebeu dieta padrao
comercial para ratos com 57% de carboidrato, 22% de proteina e 4% de lipidios

(Nuvilab® CR1 Nuvital Nutrientes S/A, Brazil).

O segundo grupo, o grupo teste (GT) recebeu a dieta de cafeteria,
previamente padronizada por Estadella et al (2004) e analisada por Oliveira
(2010) com 46% de carboidrato, 17% de proteina e 23% de lipidios (27, 28). A
dieta era constituida por uma mistura de alimentos hipercaldricos contendo
racdo comercial (Nuvilab®), amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito do
tipo maisena na proporcdo de 3:2:2:1. Estes ingredientes foram moidos,
misturados e oferecidos na forma de péletes. A composicdo centesimal da

dieta padréo (DP) e de cafeteria (DC) encontra-se na tabela I.
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Tabela 1: Composicao centesimal das diferentes dietas

Nutrientes Dieta (g/100g)
DP DC
Carboidrato 57 46
Proteina 22 17
Lipidio 4 23
Cinzas 9 4
Umidade 8 10
Energia (Kcal/g) 3,5 4,5

Fonte: Oliveira, T.W.S. Dieta hiperlipidica ha gestacdo e lactacao: efeitos sobre
parametros metabdlicos e do consumo alimentar em ratos adultos, 2010, 86 F.
Dissertacao,(Mestrado em Alimentos, Nutricdo e Salde), Escola de Nutricdo,
UFBA, Salvador, 2010. ( R..). DP-dieta padrdo; DC — dieta cafeteria

As dietas foram oferecidas as ratas durante todo o periodo de gestacao e
lactacdo. Observaram-se os resultados destas dietas em 20 filhotes machos.
Estes foram divididos em dois grupos de acordo com a dieta materna: o grupo
formado por ratos cujas maes foram alimentadas com dieta padrdo formaram o
controle (GC, n=10) e o outro grupo formado por ratos cujas maes foram
alimentadas com dieta de cafeteria formaram o grupo teste (GT, n=10). Todos
os animais foram mantidos no biotério sob as mesmas condi¢des, temperatura
de 23 + 2 ° C e ciclo claro/escuro de 12 horas (claro das 6:00 as 18:00 horas;

escuro das 18:00 as 6:00 horas).

Durante o periodo de aleitamento (1° ao 21° dia de vida) avaliou-se, em
dias alternados o desenvolvimento somatico. Aos 22 dias de vida para coleta
de sangue os animais foram submetidos a um jejum de 04 horas e em seguida
anestesiados (0,5mL de Xilazina, 2,0mL Ketamina em soro fisioldgico, volume
final 10mL) sendo aplicados 0,1mL da solucdo para 10g de peso corporal do
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animal . O sangue foi coletado por puncéo cardiaca, deixado em banho-maria a
37°C por 10 minutos e em seguida centrifugado. O soro separado e
armazenado a -70°C para posterior andlise das proteinas totais, albumina,

creatinina, uréia, acido urico, AST e ALT.

5.2 Avaliacdo do crescimento somatico

A avaliacdo do crescimento soméatico foi realizada através das medidas
de peso corporal (PC), comprimento longitudinal (CL), comprimento da cauda
(CC), medidas dos eixos médio-lateral (ELLC) e antero-posterior do cranio
(EAPC) de acordo do Deirg et al., 2006. Cada animal foi avaliado diariamente

de 10:00 as 13:00 horas, conforme descrito a seguir:

Peso corporal (PC) - O peso corporal foi aferido diariamente, utilizando-se uma
balanca eletrbnica com capacidade de 4 kg (Marte, modelo S-000 com

sensibilidade para 0,001g).

Comprimento da cauda (CC) - O animal foi contido pelo pesquisador, que
posicionou o0 trem posterior do rato na borda de uma superficie lisa e plana,
com a cauda esticada. O ponto da extremidade final da cauda foi marcada e

medida com paquimetro, em centimetros.

Eixo latero-lateral do cranio (ELLC) — O pesquisador desenha mentalmente
uma linha perpendicular ao eixo longitudinal do crénio, dividindo os pavilhdes
auriculares em 2 metades iguais. O animal foi contido pelo pesquisador, com a
cabeca entre os dedos indicador e polegar. Com auxilio do paquimetro, a

medida do eixo latero-lateral do crénio foi coletada em centimetros.
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Eixo antero-posterior do cranio (EAPC) - O pesquisador desenha mentalmente
uma linha média no eixo antero-posterior do cranio, tendo como referéncia, a
linha média que vai da extremidade do focinho até o ponto de intersecdo com
outra linha perpendicular imaginaria, que passa tangencialmente as
extremidades posteriores dos pavilhdes auriculares. O animal foi contido pelo
pesquisador, que mantinha a cabe¢ca do animal entre os dedos indicador e

polegar. A medida em centimetros era dada pelo paquimetro.

Eixo longitudinal (EL)- O animal foi imobilizado, de modo a manter o corpo
esticado sob uma superficie lisa. A distancia entre o focinho e a base da cauda

foi marcada em centimetro, através de um paquimetro.

5.3 Determinagfes Bioquimicas

As determinacfes da albumina, creatinina, uréia, acido arico, AST e ALT
foram realizadas no Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da Universidade Federal da Bahia através da utilizacdo de método
enzimatico e quimico utilizando kit comercial (BioSystems/Spain) no sistema A

25 Clinical Chemistry Analyser ®.

5.4 Anéalise Estatistica

Para comparacdo dos diferentes grupos foi empregado o teste t de
Student para os dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos, utilizou-
se o0 teste de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi considerada,

admitindo-se um nivel critico de 5%, em todos 0s casos.
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5.5 Aspectos Eticos

Todas as atividades foram realizadas de acordo com as normas sugeridas
pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal — COBEA e com as
normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for

Care Use of Laboratory Animals
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao serdo apresentados na forma de artigo intitulado:
“Efeitos do consumo de dieta de cafeteria durante a gestagéo e lactagcéo sobre

o crescimento somatico e parametros metabdlicos em ratos neonatos.”



7.ARTIGO CIENTIFICO




Efeitos do consumo de dieta de cafeteria durante
a gestacao e lactacao sobre o crescimento
somatico e parametros metabolicos em ratos
neonatos.

Effects of cafeteria diet during gestation and lactation on the somatic growth and
metabolic parameters in neonatal rats.

Mariana Carvalho Freitas®, Jairza Maria Barreto Medeiros?>.

'Mestranda do Programa de Pds graduac&o. Mestrado em Alimentos, Nutriio e Salde da Escola de Nutricao da
Universidade Federal da Bahia.

2 Mestrado em Alimentos, Nutricio e Satide da Escola de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia. Laboratdrio de
Nutricdo Experimental.

RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos do consumo de dieta de cafeteria durante a
gestacado e lactacdo sobre o crescimento somatico e parametros metabdlicos
em ratos neonatos. Materiais: filhotes de ratas alimentadas com dieta de
cafeteria ou dieta padréo foram avaliados em relacdo ao crescimento do 1° ao
21° dia de vida. No 22° dia, coletou-se amostras de sangue para avaliacao da
AST, ALT, creatinina, uréia, &cido durico, proteinas totais e albumina.
Resultados: as medidas murinométricas foram diferentes entre o grupo teste e
o controle. As dosagens de creatinina, uréia, acido Urico, proteinas totais e AST
foram semelhantes em ambos. As medidas de albumina e ALT foram
superiores no grupo controle. Concluséo: na fase precoce da vida foi possivel
detectar os efeitos do excesso de nutrientes circulantes entre mée-filhote no
crescimento, na dosagem de enzimas hepaticas marcadoras de lesdo e da
albumina, envolvida na defesa antioxidante e no desenvolvimento de células
hepéaticas.

Descritores: dieta de cafeteria, efeitos precoces, desenvolvimento somatico,
parametros metabalicos.

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of the maternal high fat diet during
gestation and lactation on the somatic growth and metabolic parameters in
neonatal rats. Materials: offspring of rats fed the cafeteria diet, or diet pattern
were evaluated the growth of 1 to 21 days of life. On Day 22, was collected
blood samples for evaluation of AST, ALT, creatinine, urea, uric acid, total
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protein and albumin. Results: body measures were different between the test
and control. The measurements of creatinine, urea, uric acid, total protein and
AST were similar in both. The measures of albumin and ALT were higher in the
control group. Conclusion: in early life can be detected the effects of excess
circulating nutrients between mother and fetus on growth, liver enzyme
measurements, an marker of injury and albumin, which is involved in antioxidant
defense and the development of liver cells.

Keywords: high fat diet, early effects, growth measure, metabolic parameters.
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INTRODUCAO

O aumento das doencas crdnicas nao transmissiveis (DCNT) esta
relacionado aos habitos de vida adotados pela populacdo nos ultimos anos,
como sedentarismo e 0 consumo de dietas de cafeteria (1). Esse tipo de dieta
tem elevado teor de carboidratos, na sua maioria carboidratos simples,
provenientes do uso de cereais refinados; grandes quantidades de gordura,
principalmente acidos graxos saturados ou trans e baixo teor de proteinas,

fibras alimentares e micronutrientes (1,2).

A teoria da programacao neonatal sugere que a vida intrauterina influencia
respostas do feto que — decorrente da plasticidade nesse periodo de
desenvolvimento — persistem, e aumentam a chance de desenvolvimento de

agravos a saude na idade adulta (3,4).

Os acidos graxos da dieta influenciam a composicao dos triglicerideos
armazenados e dos fosfolipideos das membrana celulares dos tecidos, além de
acumularem-se nos tecidos fetais, pela capacidade de atravessar a placenta e

pelo leite materno (5).

De acordo com o estudo de Bouanane et al. (2010), Oben et al (2010) e
Chen et al.,, (2010) as mées que tiveram uma dieta rica em gordura na
gestacao e lactagéo tiveram descendentes com maior conteudo de triglicérides
no figado, com aumento sérico de substancias sinalizadoras de dano e
fibrogénese hepatica, além da reducdo na nefrogénese, com posterior retencao

de sodio e hipertenséo glomerular (6,7,8).

Estudos avaliando os efeitos precoces sado de grande interesse para

identificarmos quais consequéncias fisiopatoldgicas podem ser detectadas ja

31



na primeira fase da vida em funcdo desse desequilibrio alimentar, e como se
desenvolverdo na vida adulta, determinando a saude do individuo a longo

prazo.

Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi investigar os efeitos do
consumo de dieta de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo sobre o
crescimento somatico e parametros metabdlicos em ratos neonatos, através de
medidas murinométricas, dosagens de indicadores metabdlicos hepaticos (AST
e ALT) e renais (creatinina, uréia e acido durico), além das proteinas

plasméticas albumina e globulina séricas.
METODOS
Grupos

Foram utilizadas fémeas de Rattus norvegicus, da linhagem Wistar com
90 a 100 dias de vida, mantidas durante todo o experimento em ciclo claro e
escuro de 12 horas e temperatura 23 + 2°C. Estas foram colocadas em caixas
de polipropileno com ratos machos durante toda noite. O primeiro dia de
gestacdo foi confirmado pela presenca de espermatozéides apds esfregaco
vaginal. Durante a gestacdo e lactacdo, as ratas foram isoladas em caixas
individuais e divididas em dois grupos, segundo a manipulagdo nutricional. O
primeiro grupo recebeu dieta padrdo (DP) comercial para ratos (Nuvilab® CR1
Nuvital Nutrientes S/A, Brazil) e o segundo grupo recebeu a dieta de cafeteria
(DC), previamente padronizada por Estadella et al (9) e analisada por Oliveira
(2010), a partir da mistura de ragédo padrdo com amendoim torrado, chocolate

ao leite e biscoito do tipo maisena na propor¢cao de 3:2:2:1, ofertados na forma
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de péletes (10). A composicao centesimal da dieta padrdo (DP) e de cafeteria

(DC) encontra-se na tabela I.

Tabela 1: Composicao centesimal das diferentes dietas

Nutrientes Dieta (g/100g)

DP DC
Carboidrato 57 46
Proteina 22 17
Lipidio 4 23
Cinzas 9 4
Umidade 8 10
Energia (Kcal/g) 3,5 4,5

Fonte: Oliveira, T.W.S. Dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo: efeitos sobre
parametros metabdlicos e do consumo alimentar em ratos adultos, 2010, 86 F.
Dissertacao,(Mestrado em Alimentos, Nutricdo e Saude), Escola de Nutri¢ao,
UFBA, Salvador, 2010. ( R..). DP-dieta padrdo; DC — dieta cafeteria.

As dietas foram oferecidas as ratas durante todo o periodo de gestacéo
e lactacdo. Observaram-se os resultados destas dietas em 20 descendentes
machos, divididos em grupos de acordo com a dieta materna: o grupo formado
por ratos cujas maes foram alimentadas com dieta padrdo formaram o controle
(GC, n=10) e o grupo formado por ratos cujas maes foram alimentadas com

dieta de cafeteria formaram o grupo teste (GT, n=10).

Crescimento somatico

A avaliagdo do crescimento somético foi realizada através das medidas
de peso corporal (PC), comprimento longitudinal (CL), comprimento da cauda

(CC), medidas dos eixos médio-lateral (ELLC) e antero-posterior do cranio

33



(EAPC) de acordo do Deirg et al.,(11). Cada animal foi avaliado diariamente de

10:00 as 13:00 horas, conforme descrito a seguir:

e Peso corporal (PC) - O peso corporal foi aferido diariamente, utilizando-se
uma balanga eletrénica com capacidade de 4 kg (Marte, modelo S-000 com
sensibilidade para 0,0019).

e Comprimento da cauda (CC) - O animal foi contido pelo pesquisador, que
posicionou o trem posterior do rato na borda de uma superficie lisa e plana,
com a cauda esticada. O ponto da extremidade final da cauda foi marcada e
medida com paquimetro, em centimetros.

e Eixo latero-lateral do cranio (ELLC) — O pesquisador desenha mentalmente
uma linha perpendicular ao eixo longitudinal do cranio, dividindo os pavilhées
auriculares em 2 metades iguais. O animal foi contido pelo pesquisador, com
a cabeca entre os dedos indicador e polegar. Com auxilio do paquimetro, a
medida do eixo latero-lateral do cranio foi coletada em centimetros.

e Eixo antero-posterior do cranio (EAPC) - O pesquisador desenha
mentalmente uma linha média no eixo antero-posterior do cranio, tendo
como referéncia, a linha média que vai da extremidade do focinho até o
ponto de intersecdo com outra linha perpendicular imaginaria, que passa
tangencialmente as extremidades posteriores dos pavilhées auriculares. O
animal foi contido pelo pesquisador, que mantinha a cabeca do animal entre
os dedos indicador e polegar. A medida em centimetros era dada pelo
paquimetro.

e Eixo longitudinal (EL)- O animal foi imobilizado, de modo a manter o corpo
esticado sob uma superficie lisa. A distancia entre o focinho e a base da

cauda foi marcada em centimetro, através de um paquimetro.
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Determinagdes Bioquimicas

Aos 22 dias de vida, os animais foram submetidos a um jejum de 04
horas e em seguida anestesiados com 0,5mL de Xilazina, 2,0mL Ketamina em
soro fisioldgico, volume final 10 ml, sendo aplicados 0,1mL da solucdo para 10g
de peso corporal do animal. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca,
deixado em banho-maria a 37°C por 10 minutos e em seguida centrifugado. O

soro separado e armazenado a -70°C para posterior andlise.

As determinacdes da albumina, creatinina, uréia, acido urico, AST e ALT
foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal da Bahia através da utilizagcdo de métodos
enzimatico e quimico utilizando kit comercial (BioSystems/Spain) no sistema A

25 Clinical Chemistry Analyser ®.
Andlise Estatistica

Para comparacao dos diferentes grupos foi empregado o teste t de student
para os dados paramétricos. Para os dados ndo paramétricos, utilizou-se o
teste de Mann-Whitney. A significAncia estatistica foi considerada, admitindo-se

um nivel critico de 5%, em todos 0s casos.
Aspectos Eticos

Todas as atividades foram realizadas de acordo com as normas sugeridas pelo
Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal — COBEA e com as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care

Use of Laboratory Animals
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RESULTADOS

Durante o periodo de acompanhamento, o peso dos filhotes sempre foi

superior no GT (p< 0,001). A diferenca do peso entre os grupos foi de 36%.
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Figural: Peso durante o periodo neonatal. GC, grupo controle, com
filhotes de maes alimentadas com dieta padrdo durante o periodo
perinatal; GT, grupo teste, com filhotes de maes alimentadas com dieta de
cafeteria durante o periodo perinatal. Os valores estao expostos em média
+ SEM (n=10). * P< 0,001.

A maioria das medidas relacionadas ao crescimento somatico também
foi diferente entre 0 GC e o GT. As medidas EL, CC e ELLC do grupo teste
foram superiores quando comparadas ao GC (p < 0,001). Apenas o indicador

EAPC nédo apresentou diferenca entre os grupos.
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Figura 2: Andlise do crescimento somatico: A - Comprimento da Cauda (CC), B-Eixo
Longitudinal (EL), C-Eixo Antero-Posterior do Cranio (EAPC), D- Eixo Latero-Laretal do Créanio
(ELLC). GC,grupo controle, com filhotes de méaes alimentadas com dieta padrdo durante o
periodo perinatal; GT, grupo teste, com filhotes de maes alimentadas com dieta de cafeteria

durante o periodo perinatal. Os dados estdo em média + SEM (n=10). * P< 0,001.

A média das proteinas totais no GC (4,97 g/dl, = 0,4) nao foi diferente do
GT (5,05 g/dl, £ 0,36) (p = 0,644). J& o valor da albumina sérica isolada foi
menor no grupo teste (p = 0,025), com a média do grupo controle 2,69 g/dl (+

0,15) e 2,55 g/dl do grupo teste (+ 0,09).
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Dos parametros metabdlicos renais, as médias foram semelhantes no
GC e GT para creatinina (p = 0,433), uréia (p = 0,184) e acido urico (p = 0,921).
As médias de creatinina foi 0,38 mg/dl (£ 0,07) e 0,4 mg/dl (x 0); uréia 41,2
mg/dl (x 8) e 37,4 mg/dl (= 3,4) e acido arico 3,25 mg/dl (+ 1,36) e 3,33 mg/dI (£

2,09) do grupo controle e grupo teste, respectivamente.

Avaliando os dados referentes ao metabolismo hepatico ndo houve
diferenca (p = 0,116) entre os grupos GC e GT quanto a concentracdo sérica
da enzima AST, apresentando valores médios iguais a 363,4 U/L (x 124,4) e
286,4 U/L (x 78,8), respectivamente. Entretanto, a dosagem sérica da ALT
apresentou diferenca entre os grupos (p = 0,002), com a média superior no

grupo controle (69,6 g/dl £ 27 versus 35,74 £ 12,2).

Tabela 2. Parametros metabdlicos da fungao hepatica, renal e das proteinas séricas do grupo

controle (GC) e do grupo teste (GT)

Controle Teste

Grupo/ Pardmetro (média + DP) (média + DP) Valor de p
Proteinas totais (g/ dI) 497+04 5,05+ 0,36 0,644
Albumina (g/ dI) 2,69 +0,15 2,55 + 0,09 0,025*
Creatinina (mg/dl) 0,38 £ 0,07 040 0,433
Uréia (mg/dl) 41,2 +8 374+34 0,184
Acido Urico (mg/dl) 3,25+1,36 3,33+2,09 0,921
AST (U/L) 363,4+124.4 286,4 + 78,8 0,116
ALT (U/L) 69,6 + 27 35,74 12,2 0,002*

DISCUSSAO

No presente estudo, foi investigado o efeito do consumo da dieta de
cafeteria durante o periodo de gestacdo e lactacdo sobre o crescimento

somatico e parametros metabdlicos de ratos, na fase precoce da vida.
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Os resultados relacionados ao desenvolvimento somatico mostraram-se,
na maioria dos indicadores, diferentes entre os grupos, sugerindo um papel
importante da dieta materna no crescimento e desenvolvimento corporal. Os
parametros metabdlicos foram semelhantes na maioria das dosagens do grupo
teste e do grupo controle, com apenas os valores da albumina e da ALT tendo

valores diferentes detectados.

Atualmente, os mecanismos relacionados aos efeitos deletérios do
consumo de dietas de cafeteria ndo estdo totalmente esclarecidos (12). Uma
hipotese € que os radicais livres resultantes do metabolismo de componentes
da dieta, principalmente de acidos graxos saturados e o excesso de glicose,
levam a mudancas nas proteinas e outras moléculas ligadas ao DNA, com
alteracdo na expressao génica e danos ao DNA celular (13). Vale destacar que
a dieta utilizada no presente trabalho apresentava um percentual elevado de
lipidios e provavelmente, de acidos graxos saturados devido aos componentes

da dieta.

Diferente do estudo de Buckley et al, Pisani e MacQueen et al a
exposicdo a dieta de cafeteria durante o periodo de gestacdo e lactacdo
aumentou o peso corporal dos neonatos. Naqueles artigos, 0s animais
apresentavam peso e medidas de crescimento semelhantes, embora a

guantidade de gordura corporal no grupo teste tenha sido superior (12,14,15).

Concordando com os achados do presente estudo, Bouanane et al
Gregorio et al, e Parente et al., acharam filhotes mais pesados, com medidas
de crescimento corporal superiores. A longo prazo, a diferenca de peso ia

acentuando-se entre os grupos (6,16,17).
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O achado do maior peso ao nascer na fase inicial da vida é explicada
como o resultado da exposicdo a elevadas quantidadades de insulina devido
ao excesso de glicose, aminoacidos e acidos graxos circulantes no ambiente
fetal ou pela deficiéncia relativa de insulina materna, resultando em
hiperglicemia. Ambos 0s processos levam a exposicao tecidual a quantidades
excessivas de nutrientes, com aumento da insulina circulante e do anabolismo

dos tecidos fetais sensiveis a esse hormonio (13,18).

Além dessa resposta fetal ao ambiente intrauterino, esses filhotes
também desenvolvem uma alteracdo nos mecanismos da regulacdo
homeostatica da energia e glicose (19). Além da hiperestimulacédo da secrecao
pancreatica e liberacdo de grandes quantidades de insulina, ha a producédo
hepética de altos niveis de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1),
retencdo renal crénica de sodio e aumento da atividade do sistema nervoso
simpatico, com resisténcia de tecidos como o0 endotélio, resultando em

vasodilatacao prejudicada de diversos tecidos (17).

Associada ao desenvolvimento anormal do controle da homeostase
energética, Chen et al afirmam que pode haver prejuizo durante a nefrogénese,
com reducao na quantidade de néfrons em até 40% (8). Essa reducao levaria a
maiores taxas de filtracdo glomerular nos néfrons remanescentes e maiores
chances de hipertensdo e doencas renais na idade adulta, principlamente
guando associada a condicdes ambientais. Dependendo da severidade da
reducdo, a faléncia renal poderia surgir ainda na infancia, nos casos mais

graves (20,21).
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Estudos trazem que a hiperuricemia também pode prejudicar
nefrogénese. In vitro, o &cido Urico interfere com a proliferacdo das células
endoteliais, e em ratos, induz um arteriopatia independente da pressao arterial,
0 que poderia sugerir possiveis mecanismos patogenéticos. Embora o efeito
da hiperuricemia no numero de néfrons ainda nao esteja claro, é possivel uma

ligacdo especial (22).

No presente estudo ndo foi quantificado os néfrons dos animais
estudados, porém acredita-se que o aparecimento da doenca renal se d4 numa
fase mais tardia da vida, como resultado direto da hipertensdo e hipertrofia
glomerular dos néfrons existentes, com proteindria e ativacdo do sistema
renina-angiotensina (SRA), levando a um ciclo vicioso de aumento da pressao
sanguinea e dano renal (20). Como foram avaliados na fase precoce da vida,
ainda ndo haveria hipertenséo e faléncia renal, com consequente concentracédo

sérica de uréia, creatinina e acido Urico.

De maneira indireta, estudos trazem que esses animais também
apresentariam alteracdes na permeabilidade vascular e influéncia de vérias
condicbes genéticas, como a expressdo elevada de TGF-f1 e PAI-1,
conhecidamente associados com fibrose tubulo-intersticial e de maior

ocorréncia em descendentes de diabéticas (8,12).

Atualmente, a aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) sé@o enzimas bastante utilizadas para determinacéo de
lesédo hepatocelular como marcadores nao especificos, com a ALT tendo de
maior especificidade (3). Por serem citoplasmaticas, sao liberadas na corrente

sanguinea em grandes quantidades nos casos de injuria, sendo detectadas
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facilmente (23). Sabe-se que os componentes da dieta sdo capazes de afetar

0s niveis dessas enzimas, como grande quantidade de acucares (15).

No presente trabalho, ndo foi encontrada diferenca na dosagem da AST
do grupo teste e do grupo controle, semelhante ao estudo de Macqueen et al.
(2007). Neste ultimo, bem como no trabalho de Bayol et al (2010), o grupo teste
tinha menores niveis de ALT, além de maior quantidade de glicogénio e lipidios

armazenados no figado (3,15).

No estudo de Bouanane et al (2010), os grupos testados n&o tinham
alterac6es na AST/ ALT nem na fase do desmame nem na fase adulta, embora
na fase do desmame os filhotes do grupo teste tenham apresentado diminuicéo
da capacidade de oxidacdo de gordura no figado e aumento na sintese de
acidos graxos, claras alteracbes da funcdo hepatica normal (6).
Posteriormente, observou-se lesdo hepatica mesmo sem alteracdo das
transaminases, sugerindo dano ao DNA causado pelo metabolismo dos lipidios

gue s6 emerge a longo prazo (3,15).

Nos artigos citados, a AST nao foi diferente nos grupos controle e teste e
apenas a ALT apresentou-se diferente, semelhante aos resultados encontrados
no atual trabalho. Esses autores acompanharam os animais até a fase adulta e
verificaram que as transaminases em niveis normais ao nascimento néo
significa necessariamente que ndo ha prejuizo na funcdo hepatica, ja que eles

avaliaram outros parametros da funcéo hepatica.

Em relacdo as proteinas plasmaticas e suas funcbes biologicas
conhecidas, a albumina é a principal representante (24). Acredita-se que a

capacidade antioxidante do plasma deva-se principalmente a presenca desta
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proteina, por meio de seus grupos tidis, sendo esta considerada a principal
molécula antioxidante extracelular (25).

Essa protecdo antioxidante € diminuida em condi¢cfes patoldgicas, como
no estresse oxidativo, quando had uma producdo excessiva de radicais livres
que ultrapassa as defesas antioxidantes do organismo. O estresse oxidativo
modifica irreversivelmente a estrutura da albumina, reduzindo sua capacidade
protetora (24), bem como a estrutura de macromoléculas biolégicas, como
DNA, proteinas, carboidratos e lipideos (25).

Além da funcdo antioxidante, considera-se também o papel da albumina
descrito nos estudos relacionados a génese hepatica. Atualmente, um esforco
substancial tem sido dedicado a descrever os fatores de transcricdo que
controlam as etapas iniciais do desenvolvimento hepético. Embora seja
expresso em niveis baixos, a albumina € considerada, um dos marcadores
melhor caracterizado de nascentes células hepéticas (26).

Macqueen et al., (15) avaliou a albumina sérica como um dos
marcadores de func¢do hepatica em trabalho com metodologia semelhante a do
presente artigo. Achou albumina no grupo controle e no grupo teste em valores
iguais, porém com funcdo hepética anormal através de outros achados,
interpretando como doencga precoce. Ele concluiu que os animais toleram bem
as alteracdes hepaticas, mas a dieta pobre influencia na doenca muito antes
dos primeiros sintomas.

Neste trabalho, os valores de albumina sérica foram diferentes, com o
grupo teste apresentando valores menores. Considerando os achados da

literatura em relacdo ao papel da albumina, observa-se menor protecao
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antioxidante e uma alteracéo precoce no desenvolvimento de células hepéticas
ainda na fase precoce da vida.

Dessa forma, concluimos que a exposicao precoce a dieta de cafeteria €
capaz de trazer prejuizos ao desenvolvimento do feto e provavelmente da
crianga em diferentes sistemas organicos e sob diferentes mecanismos, como
estresse oxidativo, redugdo da protecdo antioxidante e menor producao/
diferenciacéo celular, com sobrecarga das células remanescentes. Embora nédo
tenha sido possivel analisar os mecanismos atuantes nas alteracbes dos
parametros avaliados e acompanhar os animais até a vida adulta, os resultados
do atual trabalho concordam com outros artigos da literatura com metodologia
semelhante. Mais estudos s&do necessérios para compreender melhor 0s
diferentes efeitos dessa dieta durante a embriogénese e nas fases iniciais da

vida.

Declaragdo: os autores declararam ndo haver conflito de interesse no presente estudo.
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8. CONCLUSOES




Com base nos dados encontrados, podemos concluir que o consumo de
dieta de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo provoca maior crescimento

corporal, através de medidas murinométricas superiores no grupo teste.

Essa dieta também é capaz de alterar significativamente a quantidade
de enzima hepatica ALT, conhecidamente mais especifica para a leséo
hepética, bem como a albumina, parte do sistema antioxidante e considerada
um marcador de células hepaticas nascentes. Essas alteracdes sugerem
alteracdo no desenvolvimento e funcionamento hepaticos, e prejuizo no

sistema antioxidante.

Mais estudos sdo necessarios para esclarecer e estabelecer os

mecanismos pelos quais essas alteracdes sédo provocadas.
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9. PERSPECTIVAS




Diante dos resultados observados no presente estudo, surge a

necessidade de outros trabalhos:
m  Avaliando os indicadores metabdlicos nas maes.
®  Observacao dos marcadores avaliados na fase tardia

m Dosagem de outros parametros metabdlicos relacionados a funcédo

hepatica, renal e de proteinas plasmaticas.
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