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RESUMO

No presente trabalho, foram investigados os efettasdieta hiperlipidica sobre
parametros imunolégicos e hepaticos em ratos ajyt@gramados pela desnutricdo
proteica no periodo de lactacdo. Ratos machos Wigtam divididos em grupos,
segundo a dieta empregada: Desnutrido (D), submatidaleitamento, periodo critico
do desenvolvimento, a dieta contendo 8% de pratedridutrido (N), submetido a dieta
contendo 23% de proteinas. Apds o desmame, osgfapam alimentados com dieta
padrdo (C) ou dieta hiperlipidica (H). Constituirgi os grupos: NC, NH, DC e DH.
Foram realizados os seguintes estudos no animdbaduolucdo ponderal e pesos do
baco, figado e timo, parametros hematologicos,s&mmases e perfil lipidico e o
lavado broncoalveolar para avaliacdo do indiced#séncia de macrofagos. Os dados
foram avaliados utilizou-se o teste ANOVA seguidoteste de multiplas comparacgdes
Holm-Sidak e do teste t de Student, considerandogséficante p<0,050 consumo de
dieta hiperlipidica por animais programados peland&icdo provocou reducdo no
ganho ponderal e no peso do figado; causou aurdertCM e do HCM e reducéo do
VHCM; aumento dos linfocitos e reducdo dos neutsfireducdo do ALT e aumento
da razdo AST:ALT; aumento do colesterol total, oLLE o HDL; ainda, causou
reducdo na funcdo de aderéncia dos macrofagos laleseo Esses resultados
demonstram que a dieta excessiva em lipidios ens @bgramados pela desnutricao
ndo promove recuperacdo total do déficit pondeeahdp no periodo de lactagdo, e
produz modificagbes em parametros imunoldgicosatiegs e lipidicoscom possivel
indicacdo de lesdo hepatica e sequelas na funcdaddeencia dos macrofagos

alveolares.



ABSTRACT

In the present study , we investigated the effe€tkigh fat diet on hepatic and
immunological parameters in adult rats programmgdpiotein malnutrition during
lactation. Male Wistar rats were divided into grewgccording to the diet employed :
Malnourished ( D ) , submitted to breastfeedingitical period of development , the
diet containing 8 % protein and Nourished ( N Yihjected to the diet containing 23 %
protein . After weaning , the groups were fed atidn C ) or high-fat diet (H ) .
Constituting groups : CN , NH DC and HD. The foliogy studies were conducted in
the adult animal : weight gain and weights of spjder and thymus , hematological
parameters , transaminases and lipid profile anddbroalveolar lavage for evaluation
index of adhesion of macrophages . Data were etemluased the ANOVA test
followed by the Holm - Sidak multiple comparisonsstt and Student's t test ,
considering significant p < 0.05 . The consumptainhigh-fat diet in an organism
programmed by malnutrition reduced weight gain &wer weight ; increased MCV
and MCH and reduced VHCM ; increased lymphocyted decreased neutrophils |,
reduced ALT and increased AST reason: ALT ; incedabe total cholesterol, LDL and
HDL ; function and reduced the adhesion of alveatacrophages . These results
demonstrate that excess lipid in rats programmedniinutrition not fully recover
weight deficits generated during lactation , praichanges in immunological , hepatic
and lipid parameters , indicating possible livguiy sequelae and the role of adherence

of alveolar macrophages.



1. INTRODUCAO



Transicao nutricional: desnutricdo e obesidade

A desnutricdo € uma condicdo patoldgica, provogamtansuficiéncia de um ou
mais dos nutrientes essenciais para a sobrevivémecescimento, reproducdo e
capacidade de aprender e de se relacionar em adeiédatham, 1997), podendo ainda,
indicar uma deficiéncia global de nutrientes, oja,s®dos 0s nutrientes podem estar

presentes na dieta, porém suas quantidades sdicigrsies (Morgane et al, 2002).

A desnutricdo e a fome ainda estdo entre as paiscgpnsequéncias da pobreza
mundial. Um terco das mortes entre criancas mert@esnco anos de idade nos paises

em desenvolvimento estéo ligadas a desnutricioGER] 2006).

Aproximadamente 925 milhdes de pessoas no mundocar@mmem quantidades
suficientes de alimentos para serem consideradmggeais (FAO, 2011). No entanto,
as tendéncias para a desnutricdo mostram um detaime longo dos anos, tendo sido
representada por 37% da populagdo mundial em 1268 2010, pouco mais de 16%
(FAO, 2010). Embora o estado nutricional estejahor@ndo para muitas pessoas em

todo o mundo, para alguns a taxa ndo € rapidoicenie(FAO, 2010).

Maes desnutridas muitas vezes dao a luz criangasb@xo peso ao nascer,
definido pela OMS (1977omo o peso de nascimento abaixo de 2.500g. CerdZ d
milhdes de criangas nascem com baixo peso a cad@aHCEF, 2007). Essas criancas
tem 20% mais probabilidade de morrer antes do®@nos de idad@&NICEF, 2007).

Entre 1989 e 2006, o Brasil alcancou as metasvasah reducdo da desnutricao
infantil estabelecidas pela ONU, com queda mai@ quatro vezes na prevaléncia de
criangas com menos de cinco anos abaixo do peso,1ée para 1,7%) (ONU, 2009).
No entanto, ainda apresenta 16 milhdes de habstantendo abaixo da linha de
pobreza (BRASIL, 2012), o que representa um desBfmos do Censo Demografico
de 2010 (BRASIL, 2010) indicam que no municipioSfdvador, 5,5% da populacdo

encontra-se em extrema pobreza.

Com desigualdades regionais expressivas, verifeame Brasil divergéncias na
reducdo da desnutricdo a depender da regido, estadwnicipio observado. A maior
reducdo das prevaléncias de desnutricdo infantidlese na Regidao Nordeste e nas

populacdes mais pobres do pais, sendo os prindigiiees responsaveis por esses
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avancos: o aumento da escolaridade materna, o émrdanrenda familiar, o maior
acesso aos servicos da rede de atencdo basicaldie esa expansdo do saneamento
bésico (BRASIL, 2012).

A diminuicdo da fome e da desnutricdo veio acomadahdo aumento
vertiginoso da obesidade em todas as camadas di#éapap, apontando para um novo
cenério de problemas relacionados a alimentacaaredo(BRASIL, 2012). A dieta
dos brasileiros atualmente é caracterizada porecatmentos classificados como
ultraprocessados, com altos teores de gordurag) sodclucar e com baixo teor de
micronutrientes e alto conteudo caldrico, e 0 comsalesses vem aumentando a cada
ano(BRASIL, 2012). Desta forma, muitos dos individupsge sofreram desnutricdo no
passado encontram-se hoje em situacdo nutricidieaénte, compativel com o excesso

de nutrientes.

Desnutricdo e Periodo Critico do Desenvolvimento

Uma dimensdo importante da nutricdo e da saude dewevalorizada, com
enfoque na existéncia de janelas criticas no imicidesenvolvimento, tanto pré quanto
pos-natal, durante o qual a nutricdo pode ter cuéseias para o desenvolvimento da

vida e das principais doencas na vida adulta (Luk283).

Durante o crescimento e desenvolvimento fetal, @agos tecidos do corpo
crescem nos diferentes periodos de rapida divigdolac, denominados periodos
criticos. As mudancas nutricionais e hormonais estagte nestes momentos podem
atuar através dos processos de plasticidade e insodif epigenética, levando a efeitos
permanentes sobre uma série de processos fisiofgjue alteram as estruturas e
funcdes de sistemas organicos com repercussaaaadulta (Godfrey, 1998; Pereira,
2009; Gluckman, 2005).

O Comité Permanente da ONU (20@@xclarou que os primeiros 1.000 dias da
vida de uma crianc¢a, desde a gravidez até os dogsde idade, sdo a janela critica para
combater a desnutricdo. Isto porque é nesta fasdaglos os sistemas organicos sao

formados.

Sistema Imunoldgico: consideracdes gerais
16



O sistema imunologico é constituido por uma conlexde de células e
moléculas dispersas por todo o organismo e se tedwc biologicamente pela
capacidade de reconhecer especificamente detemsinastruturas moleculares ou
antigenos e desenvolver uma resposta efetora dlastes estimulos, provocando a sua

destruicao ou inativacédo (Martinez e Alvarez-Md#09).

7

A defesa imunoldgica € representada pela imunidadt, responsavel pela
protecdo inicial contra as infec¢des, e pela imashedadquirida, que € mais tardia,
porém altamente especifica e de longa duracado, capacidade de gerar memoaria

imunologica (Schulenburg et al, 2004).

A imunidade inata é constituida por células fageast (neutréfilos, mondcitos e
macréfagos), células que liberam mediadores inflériws (basofilos, mastocitos e
eosinofilos) e células natural killer (Delves e tRd2000). Os macrofagos séo células
extremamente dindmicas envolvidos na atividade el@ralizacdo, internalizacdo e
destruicdo de particulas, bem como na remocéao desreelulares, que sédo gerados
durante a remodelacdo de tecidos, e de forma ré&pieficiente as que tenham sido
submetidos a apoptose (Mosser e Edwards, 2008). t&&dém essenciais na

apresentacao dos antigenos aos linfocitos T (RO®3).

Os mecanismos da imunidade inata, no homem, sungeimicio da gestacéo, e
estdo completamente maturados na 28° semana. Apissay apenas sao ativados
algumas semanas ap0s 0 nascimento, visando fometecdo adequada ao organismo
(Gleeson e Cripps, 2004). Entretanto, os niveisndadcitos e macrofagos tornam-se
semelhantes aos encontrados no individuo adulteaapgor volta dos 3 anos de idade
(Palmer, 2011).

Durante os periodos de desenvolvimento e ao loagaedd adulta, os macréfagos
residentes séo distribuidos pelos tecidos, e ilsmte extensa heterogeneidade a
depender do microambiente e do 6rgdo em que regi@dendon, 2007; Woods, 2006).
Durante uma resposta inflamatdria os macréfagaduais residentes sdo ativados ou
sdo recrutados por quimiocinas, capacitando-osicailnalteracdes inflamatorias e
vasculares agudas através da sua estreita assoc@agéa microcirculacdo (Gordon,
2007).
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A resposta imunoldgica adquirida tem como celuesponsaveis os linfocitos,
gue se desenvolvem principalmente nos 6rgaos diefoprimarios, sendo as células T
amadurecidas no timo e as células B, no figadd é&tea medula dssea (Roitt et al,
2003). Dentre os Orgaos imunes secundarios, o dagtadamente importante por sua
densa populacdo de linfocitos T e B presentes h@apwanca, desempenhando um
papel essencial no desenvolvimento da respostaein@rbaco é formado ainda pela
polpa vermelha, carregados de macrofagos que deséam um papel na depuragéo

de bactérias e células sanguineas mortas da ecos@mguinea (Cesta, 2006).

Os linfocitos sdo células que possuem receptorpscéd&os para antigenos
(Abbas e Lichtman, 2009), e que ao reconhecé-4age por meio da expansao clonal
das células especificas do antigeno visando cansina linha de defes@&oronzy e
Weyand, 2009). A imunidade adaptativa humoral éiatedpor imunoglobulinas (1g),
proteinas produzidas pelos linfocitos B que recoeimeos antigenos extracelulares, e a
imunidade adaptativa celular € mediada pelos litdécT (Goronzy e Weyand, 2009)
que atuam como moduladores da resposta imunol@igam linfocitos B, suprimem a
producdo de imunoglobulinas pelos linfocitos Beragem com os macréfagos e as
células dendriticas durante a resposta imunologitiaam células infectadas, células

neoplasicas ou microorganismos (Peakman e Verj299).

No periodo neonatal humano, a resposta humoratgdarada imatura, iniciando
sua maturacdo com aproximadamente 15 semanas tdeggescom aumento crescente
apenas a partir da 32° semana (Palmer, 2011). Nmten durante a gestacdo, esta
defesa obtém auxilio dos anticorpos maternos, eoaoida transferéncia ocasionada

em torno da 9° semana gestacional, e aumento reeR2eth@Palmer, 2011).

Sistema imunoldgico e nutricdo

O sistema imunitario funciona de forma precéariang@aem condi¢cbes adversas,
em particular na presenca de desnutricdo (Moor83;18avino e Dardenne, 2010).
Segundo Palmer2011), os insultos nutricionais durante o periodhidtico do
desenvolvimento podem programar a estrutura e/ogéaftu das populacdes de células

distintas, sistemas de 0Orgaos, ou vias homeostatadterando permanentemente as
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populacdes de células especificas e/ou organogéoesecomo as células da defesa
imunitaria.

As consequéncias da privacao nutricional durargeséacédo podem persistir por
muitos anos, podendo comprometer a funcdo imurcddgie forma permanente
(Hughes, 1998). Para Silva (2010) a desnutricaop@dodo critico de maturacao
gestacional, neonatal ou durante o desmame podadiggg o0 desenvolvimento
adequado da resposta imune. A coorte prospectsendelvida por Ngom et al (2004)
observou que a maioria das mortes de individuoftaadonascidos na época de fome
foram decorrentes de doencas infecciosas, levasdb-bipotese de que eventos no
inicio da vida estdo correlacionados com a progcdmgermanente da imunidade no

adulto.

A desnutricdo proteica tem sido relacionada aogitefle ganho ponderal e de
estatura, com implicacdes gerais sobre o desemvehio de Orgdos e sistemas em
humanos e em ratos (Pereira, 2009). Segundo Curarimdrundles e colaboradores
(2005) a subnutricdo no periodo critico pode commgter o sistema imunoldgico, com
sequelas na capacidade de defesa do individuooaduliélo e colaboradores (2008)
descrevem qudurante o periodo critico de desenvolvimento ds®isias organicos, a
deficiéncia proteica € capaz de interferir na fayj@made processos essenciais para a
defesa do hospedeiro e alterar a resposta imureiéisp e inespecifica do organismo

frente a agentes infecciosos.

A desnutricdo e as alteracbes na estrutura e fudgdmaco relacionam-se com
alteracdes nas células sanguineas (de Paulo 20H0). Os tecidos hematopoiéticos
apresentam uma alta taxa de renovacéo celular ae d@inanda por nutrientes,
justificando a intensa necessidade de proteinacedmente para a eritropoiese (Borelli
et al, 2007). A hematopoiese ocorre em ondas thstinma durante o desenvolvimento
fetal e outro no adulto, e cada geracdo de popetagiStintas de células pode coexistir
por um periodo de tempo (Mold, 2010), gerando agarismo a possibilidade de

recuperacao.

Dentre as alteragbes observadas no sistema imtéeeaeatrofia do timo (Savino,
2002) e do baco (Ortiz, 2009), com dano a sua fufCanningham-Rundles et al,
2005), a diminuicdo da resposta dos linfocitos T nademoria (Savino, 2002) e a

programacao da funcdo de macrofagos (Ferreirave-8il al, 2009). Em estudo com
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animais, a contagem de linfocitos circulantes estduzida e ha um aumento da

proporcao de neutrofilos (Langley-Evans, 1997).

Em contrapartida, dietas ricas em lipideo induzetenisa resposta inflamatoria,
com aumento dos niveis basais de rolamento, adesagracado de leucocitos (Stokes
et al, 2002; Stokes et al, 2003; Stokes e Grad5). Sao estimulados os linfocitos T,
macrofagos e as citocinas, interleucina 12 (IL-I&pkes et al, 2003), interleucina 6
(IL-6) (Stokes e Granger, 2005) e fator de nectos®ral (TNF) (Stokes et al, 2002).

Os macroéfagos tém plasticidade notavel que lhemiperesponder de forma
eficiente aos sinais ambientais e alterar seu ifem@Mosser e Edwards, 2008). Em
ratos magros, 0s macrofagos presentes no tecigosadproduzem pouca ou nenhuma
citocina proé-inflamatéria (Lumeng, 2007). No entard resposta imunolégica torna-se
notadamente pronunciada quando associada a exp@gigda a dieta rica em lipideo
(Ji, 2012).Estudo experimental realizado por Enos e colaboesd(®013) ofertando
uma dieta contendo 40% das calorias provenientegydaluras levou ao aumento da
inflamacéo e da infiltragdo de macrofagos no teadiposo de ratos.

Desta forma, pergunta-se de que forma a respostaoldgica do individuo
programado pela desnutricdo e que, por consequépoisenta alteracdes no sistema

imunoldgico, responde aos efeitos estimuladoresdgsrpela dieta hiperlipidica.

A relacdo do desenvolvimento imunolégico com osulios nutricionais no
periodo critico do desenvolvimento ainda requendest, em especial se considerado,
ao invés dos sistemas globais, os aspectos indigidiietados nesse momento da vida.
Como no Brasil muitos individuos que sofreram daggéo perinatal estdo sendo
expostos a dietas excessivas em lipideos; é dearsla estudar o efeito da dieta
hiperlipidica sobre o sistema imunoldgico, assariaduma condicdo de deficiéncia

proteica materna durante a lactacao.
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2. JUSTIFICATIVA
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Diversos estudos mostram que a desnutricdo, emferasyiimposta logo apos o
nascimento (periodo critico do desenvolvimentoydana alteracdes no crescimento,
desenvolvimento e funcionamento do sistema imunaddgerando efeitos negativos
gue podem ser permanentes. Entretanto, ainda sasses estudos que avaliem esses
organismos ja submetidos a desnutricdo proteicaeefgram expostos a dietas com
excesso de nutrientes. Assim, estudos experimestaisatos utilizando-se modelos de
desnutricdo no periodo da lactagdo seguido de Hip&lipidica p6s desmame até a
vida adulta, pode elucidar questdes ainda nao melsges.

Ainda sdo pouco conhecidos mecanismos de comoidutdis programados pela
desnutricdo precoce reagem a oferta de uma aligéentzom alto teor lipidico e suas
implicacBes sobre a evolucdo ponderal e parambtogsiimicos e imunologicos. Uma
pergunta seria se a desnutricdo pregressa podasaiada pela oferta posterior de uma
dieta com preponderancia de lipidios na sua comp@ose ainda outra, se individuos
programados pela desnutricdo, apresentariam desafijsiologicas e celulares em
orgaos e no sistema imune apds submisséo a dpsdipidica. Ndo menos importante
€ que pesquisas com agressfes nutricionais ajuganfiesionais da area de saude e
afins a melhor entender aspectos da programacdabaiie e do surgimento de
doencas relacionados a alimentacéo no inicio da, idmprometendo a saude desses

individuos quando adultos.
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3. OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar o efeito do consumo habitual da dieta Hip&fica pos-desmame sobre
parametros imunoldgicos e hepaticos em ratos ajukaobmetidos a desnutricdo

proteica no periodo de lactacgéo.

Objetivos Especificos

Em ratos submetidos a desnutricdo proteica no geerde lactacdo e consumo da

dieta hiperlipidica do p6s-desmame ao fim da \édaliar:
- Ganho de peso;
- Peso de 6rgéos linfoides (timo e baco) e do tigad
- Parametros hematoldgicos, perfil lipidico e teansases;

- Aderéncia de macrofagos alveolares.

24



4. HIPOTESES
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Consumo de dieta hiperlipidica pés-desmame pos @snutridos no periodo de

lactacdo causa prejuizo as fungcbes hepaticas elagicas
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5. METODOLOGIA
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5.1. Animais e Grupos experimentais

Foram utilizados 51 ratos, albinos, machos da ¢jeha Wistar, oriundos do
Laboratorio de NutricAo Experimental da Escola deridfio da Universidade Federal
da Bahia (UFBA). Os ratos permaneceram no labacasdb condigdes controladas de
temperatura e ciclos de claro/escuro de 12h. Fatélimados filhotes gerados a partir
de oito fémeas primiparas.

Os filhotes foram manipulados um dia ap6s o nastimehamado P1, em que
foi realizada a separacao por sexo observandastéacia anogenital, sendo a ninhada
ajustada a oito filhotes, preferencialmente macpesando entre 6 a 7g.

Figura 1. Filhotes amamentando (A) e ajuste das ninha8adtwotes (B)

Durante a gestacao, as fémeas foram alocadas ras ¢adividuais e receberam
dieta padréo para ratos (Nuvilab® CR1) até o namtiondos animais. Do inicio da
lactacdo até o desmame {2ia), as progenitoras foram divididas em dois gsup
segundo a manipulagdo nutricional, grupo nutridd ¢Ne recebeu dieta padrédo e o
grupo desnutrido (D) que recebeu dieta hipoprotedqas o término da lactagdo, os
conceptos machos foram divididos em dois gruposcam dieta padrédo (C) e outro
com dieta hiperlipidica (H) até os 140-160 diasvia, formando os grupos finais
nutrido controle (NC, n=13), nutrido hiperlipidi@dH, n=12), desnutrido controle (DC,
n=13) e desnutrido hiperlipidico (DH, n=13).
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Nutrido Controle {NC}), N=13

\ | Filhotes expostos a dieta padrao
Nutrido (N) aposa lactagao

| .
Ratas expostas a dieta padrao
durante a lactagao Nutrido Hiperlipidico {NH), N=12
~ 4 Filhotes expostos a dieta
Grupos 1 hiperlipidica apos a lactagao

| Desnutrido Controle {DC), N=13
| Filhotes expostos a dieta padrao
aposa lactagao

Experimentais J

Desnutrido (D)

\ Ratas expostas a dieta b
hipoproteica durante a Desnutrido Hiperlipidico
lactagao {DH), N=13

Filhotes expostos a dieta
hiperlipidica apos a lactagao

Figura 2. Organograma dos grupos experimentais

5.2. Composicao das dietas

A dieta padrdo (Nuvilab® CR1, Brasil) € compostandého integral moido,
farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de oalfmsfato bicalcico, cloreto de sodio,
pré mix vitaminico mineral e aminoacidos, contepdo 100g: 22% de proteina, 57%
de carboidrato, 4% de lipideos, 5% de celulose,d8%itaminas e minerais. A dieta
hipoproteica (Carvalho-Santos, 2010) contém em 1@3g de proteina, 75% de
carboidrato, 7% de lipideo, 5% de celulose, 5%itieninas e minerais. As misturas de
sais e vitaminas foram formuladas de acordo commeesmendacdes do American
Institute of Nutrition Rodents Diets, AIN-93, paaa fases de crescimento, gravidez e

lactacdo de roedores, nas mesmas quantidadestapalizao.

A dieta hiperlipidica (Oliveira, 2011) constitui-per uma mistura de alimentos
hipercalo6ricos contendo racdo comercial (Nuvilah &pendoim torrado, chocolate ao
leite e biscoito do tipo maisena na proporcdo de23t. Estes ingredientes foram
moidos, misturados e oferecidos na forma@elet contendo por 100g: 17% de proteina,
46% de carboidrato e 23% de lipideos, 4,0% de asduyl5,0% de vitaminas e minerais.
A composicdo de acidos graxos da dieta controla €ieta hiperlipidica podem ser

observados na tabela 1.
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2

A B C

Figura 3. Dieta padréo (A); dieta hipoproteica (B); dietpdrlipidica (C).

Tabela 1.Andlise centesimal de acidos graxos na composigdalietas

Ingredientes (g/100g) Dieta controle Dieta hiperlifglica
Carboidrato 57 46
Proteina 22 17
Lipidio 4 23
Energia (Kcal/g) 3,5 4,5
Acidos graxos (g/100g do total de acidos graxos)

Omega 9 cis 26,24 34,52
Omega 9 trans 1,18 0,41
Omega 6 49,68 21,68
Omega 3 3,72 0,27
Total de acidos graxos

Saturados 19,17 41,71
Monoinsaturados 26,24 35,32
Polinsaturados 53,40 21,95
Trans 1,18 0,41
Omegaa 6:6mega 3 13,35 80,30

Adaptado de Oliveira et al, 2011.

5.3. Avaliacgéo corporal

Os animais dos diferentes grupos foram avaliadasagnente, do %ao 2f dia
pés-natal, entre 12:00 e 13:00 horas. O peso arfor aferido utilizando-se uma
balanca eletrénica com capacidade de 4 kg (Martelefo S-000 com sensibilidade
para 0,01g). Do 22a0 140-1608 dia p6s-natal, os animais tiveram seu peso cdrpora
avaliado semanalmente, entre 12:00 e 13:00 horas.

Ganho de peso corporal

O ganho de peso corporal (GPC) foi calculado atrad@ seguinte formula
(Novelli et al, 2007):
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% GPC = (Px /P1)* 100 Onde: % GPC = ganho de perporal em percentual
B = Peso de cada dia subsequente

P, = Peso ao nascer

Taxa de crescimento

Baseado no peso corporal, a taxa de crescimentalmilada a partir da férmula
(Novelli et al, 2007):

TC=Px-R Onde: TC = Taxa de crescimento (em gramas)
x PPeso de cada dia subsequente

A B Peso do dia anterior

5.4. Coleta do soro

A coleta do soro foi realizada entre 140 e 160 dmwida. Os animais foram
submetidos a um jejum de 12 horas e em seguiddesras (0,5mL de Xilazina,
2,0mL Ketamina em soro fisiolégico, volume finalml0), sendo aplicados 0,1mL da
solucdo para 10g de peso corporal do animal. Ousamgi coletado por puncao
cardiaca, sendo colocado 0,5mL em tubo contendooagulante EDTA para analise
do hemograma e 2ml deixados em banho-maria a 3@PCLQ minutos, sendo em
seguida centrifugado; o soro resultante foi utilzgpara a analise do colesterol total e
fracbes (HDL-c, LDL-c e VLDL-c), triglicérides, aasgato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). As amostras foraondicionadas sob refrigeracéo e
encaminhadas ao laboratério para analise no praz®4d horas pos coleta. As
determinacdes de colesterol total e fragbes dctigiies foram realizados por método
colorimétrico enzimético e a AST e ALT por métodoético UV, utilizando-se Kit

comercial BioSystem/Spain.

5.5. Retirada dos 6rgaos
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Por meio da laparotomia e toracotomia, os Orga@srf@xpostos e procedeu-se a
retirada do timo, bacgo e figado. Os tecidos foramarsos em soro fisioldgico para a
remocdo dos residuos de sangue e retirado o exdesBquido posteriormente com
papel de filtro para proceder a pesagem. Os Origdias separadamente armazenados

em solucéo de formol tamponado a 10%.

O figado foi localizado e pincado com pinga cirGege separado com tesoura de
ponta fina. Para a retirada do baco, inicialmemtealizou-se o 6rgdo na porcao
esquerda do abdémen, abaixo do estbmago, sendadpiggseparado com tesoura de
ponta fina o tecido conectivo que prende o bacakbat®men (Peres e Curi, 2005). Para
a retirada do timo, cortou-se o diafragma e ast@stlos dois lados da caixa toracica e
removeu-se o esterno. ldentificou-se o timo (brabdobado e achatado), localizado ao
redor da traqueia e proximo ao coracao. O 6rgédpifgado com a ajuda de uma pinca

de ponta fina (Peres e Curi, 2005).

5.6. Aderéncia dos Macrofagos
Obtencao dos macrofagos

Foram utilizados ratos com idade entre 140 e 1&§, dis quais foram distribuidos

nos quatro grupos anteriormente descritos.

Os macrofagos foram obtidos por lavado broncoahreg@e Castro et al, 2000).
Com o animal anestesiado seguia-se o procedimeaniogico de traqueostomia,
colocando-se o animal numa superficie plana enc@oslorsal. Para limpeza da area a
ser trabalhada, era utilizado alcool a 70%. Apémpeza, cortava-se a pele na por¢cao
meédia do pescoco do animal abrindo-se a camadaideutos e afastando-as até obter
acesso a traquéia. Com uma pequena pinga isolawgsendia-se a traquéia onde era
feito um pequeno corte entre dois anéis da traqua@arte superior. Apds a abertura do
orificio era inserida na traquéia uma canula dstjgid acoplada a uma seringa contendo
2 a 3ml de soro fisiolégico a temperatura ambiemesteriormente fazia-se a
introducdo do liquido com movimentos de entradaidaspor 3 a 5 vezes. O material
recolhido era colocado em tubo de 30ml.

O procedimento de coleta do material era realiz@doque se completasse cerca

de 25ml de lavado broncoalveolar, por rato. O nadtegcolhido ficava armazenado em
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recipiente estéril e em banho de gelo, protegidtudaté que se iniciasse a préxima

etapa.

Todo o procedimento com os macréfagos era realizawio fluxo laminar

objetivando ndo contaminar as culturas de células.

Figura 4. Procedimento para coleta do lavado broncoalveolar.

O lavado broncoalveolar recolhido era centrifugadd500 rpm durante 15
minutos. Apds essa etapa o precipitado corresptadencélulas era ressuspenso em
meio RPMI 1640 e antibiéticos (penicilina 100U/méstreptomicina 1Q@y/ml) e, em

seguida, contadas.

A contagem era feita na Camara de Neubauer coloesed suspenséao de células
e o corante azul tripan a 0.05% em uma diluicad..d6. O azul tripan é um corante
vital que tem a propriedade de corar as célulagasoexcluindo-as das células vivas.
Esse corante é, portanto, utilizado para avalidakilidade e fazer ao mesmo tempo a

contagem das células.
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Figura 5. Procedimento de cultura de macrofagos no fluxadam(A) e Cultura
de macrofagos em placas (B).

Avaliacdo do indice de aderéncia dos macrofagos

Para determinar o indice de aderéncia de macroéftmostilizada a técnica
descrita por Segura et al (1997). Os macrofagas emocados em placas de cultura
tipo Falcon, com 6 pocos de 35 milimetros de diéoneada, onde eram dispensados
1ml da suspensdo de células em uma proporcéo *deélilas/ml de meio de cultura
RPMI 1640 em cada poco e levados a imcubadora &6mesCQ e a 37C por 1 hora.

Decorrido esse periodo, o sobrenadante era homagdnee uma aliquota de
10ul era adicionada a 90 de azul tripan (diluicdo de 1:10). Assim, a cgeta de
células era realizada em camara de Neubauer eda@lara o indice de aderéncia era
feito segundo férmula abaixo:

IA =100 - células ndo aderidas/miL0O0
n° inicial de células/ml

5.7. Andlise estatistica

Todos os dados foram colocados em planilha do BrogyiExcel, ja desenvolvida
de forma a fornecer os valores relativos, e owmaleres especificos e necessarios a

interpretacdo dos resultados e, em seguida suloseetidnalise estatistica.

Foi utilizado o programa estatistico SigmaStas{&ySoftware, Port Richmond,

CA, USA) verséo 3.5, 2005. Os dados foram expresspsnédia e desvio padrao apos
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atestada normalidade. Para comparacéao entre ogsgrop dados que foram avaliados
uma Unica vez, utilizou-se o teste ANOVA OneWayusdg do teste de multiplas
comparacdes Holm-Sidak e para os dados de acompant@ o teste t de Student ou o
teste ANOVA TwoWay para medidas repetidas, seguido teste de mudltiplas
comparacdes Holm-Sidak. Em todos os casos seré ys«,05 como critério de

significancia.

5.8. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em HExpentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Feder#atda, nUmero 01.13. Todas as
atividades foram realizadas de acordo com as nosogevidas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal (COBEA) e com as normgesnacionais estabelecidas

pelo National Institute of Health Guide for Careelds Laboratory Animal.
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6. RESULTADOS

36



O peso corporal do grupo D comparado ao grupo Nifi¢ar 1) apresentou-se

menor (p<0,05) a partir dd’ Bia de vida perdurando até o final do periodo deatdo
(21° dia), sendo o ganho de peso de 41,299 (689,47%)2d4 65g (420,45%) para N e

D, respectivamente.

Evolucéo do peso de ratos submetidos ou ndo a desigfio durante o

periodo da lactacéo

Peso (g)

60

50

40

30

20

10

g 11 13 15 17 19 21

Dia de vida

GRAFICO 1. Evolugéo ponderal durante o periodoadtakao entre os grupos nutridos (N) e desnutridos

(D). * do 5 ao 27 dia de vida o peso do grupo N foi maior que o grDp Teste t de Student, p<0,05.
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A média dos pesos corporais do grupo DH foi mepe0,05) do que dos demais

grupos a partir do 3%dia de vida até 129inversamente ao grupo NC (p<0,05) que

apresentou médias de peso maiores que os demaissgiE no intervalo do 850

119, o peso do grupo DH apresentou-se menor do quiemsis grupos e DC foi

menor do que NC (Gréfico 2).

Evolucéo do peso de ratos nutridos e desnutridogjlsmetidos ou néo ao

consumo de dieta hiperlipidica p6s-desmame
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GRAFICO 2. Ratos nutridos e desnutridos no periddolactacdo e que receberam ou ndo dieta
hiperlipidica p6s demame (22-119 dias). Grupos M€18), NH (n=12), DC (n=13), DH (n=13). 28
dia, o peso de DH e DC se apresentam menores di@ue NH maior do que DHy. do 35 ao 1190

peso de DH apresentou-se menor do que NH, DC eDidoi menor do que NQ;. do 63 a 98, o peso
de NH foi menor do que DC. TwoWay ANOVA medidasetigas, p<0,05.
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Ao longo do periodo de acompanhamento pos-desmani&€; no grupo DH foi
menor do que NC e DC aos 56, 91 e 119 dias de @daGPC no grupo DH foi maior que
0 grupo NH e menor que DC aos 56 dias de vida ergaie NC e NH e menor do que DC
aos 91 e 119 dias de vida. (Tabela 2).

Tabela 2. Ganho deepo corporal e taxa de crescimento apos o térnanaaacdo em ratos nutridos e
desnutridossubmetidos ou ndo ao consumo de dieta hipertipidi

NC NH DC DH

TC/%GPC g % g % G % g %
56 dias 178,04 482,32 123°%58353,88 156,19 693,94 110,98° 488,70°
91 dias 280,47 701,07 217%4546,83 264,93 1052,08° 216,23° 866,67"¢

119 dias 316,72 778,68 268°36651,48 307,08 1203,48" 254,68° 1003,41°°
GPC = Ganho de peso corporal (usando como refierd dia 21). TC = taxa de crescimeritp<0,05

vsNC, " p<0,05vs NH, ¢ p<0,05vs DC. One way ANOVA, post hoc Holm-Sidak

A tabela 3 apresenta os valores de peso corpaalpesos relativos dos 6rgaos
avaliados. O peso corporal no dia do sacrificionfienor para o grupo DH comparado
ao NC (p<0,001) e NH (p<0,001). O peso relativofigado foi menor no grupo DH
comparado ao NC (p<0,001) e DC (p=0,007). Os pekngimo e do baco nao

apresentaram diferencas entre os grupos.

TABELA 3. Peso corporal e pesos relativos do timo, do batmféegado em ratos nutridos e desnutrjdos
submetidos ou néo ao consumo de dieta hiperlipidara 140-160 dias de vida.

Grupos
NC (N=13) NH (N=12) DC (N=13) DH (N=13)
M DP M DP M DP M DP
Peso corporal 403,34 34,85 383,59 44,47 362,91 30,68 332,5% 24,04
PR Timo 0,31 0,09 0,38 0,16 0,36 0,07 0,35 0,08
PR Baco 0,96 0,21 0,93 0,21 0,89 0,08 0,82 0,21
PR Figado 13,86 1,85 11388 2,11 12,32 2,05 10,27 1,27

PR= Peso relativd.p<0,05vs NC, ” p<0,05vs NH, ¢ p<0,05vs DC. One way ANOVA, post hoc Holm-
Sidak
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Os valores do hemograma estdo apresentados na tablb eritrograma o valor de
VCM foi maior no grupo DH em comparacdo aos grupis (p<0,001) e NH

(p=0,003). O HCM foi maior no grupo DH em relacé@s grupos NC (p=0,02) e NH
(p<0,001). O CHCM foi maior no grupo DH em relag@oNH (p=0,008). O grupo NC
nao apresentou diferenca para DH. O valor de letosd¢oi menor no grupo DC
guando comparado com NH (p=0,009) e o valor dedditds foi maior em DH

comparado a NH (p=0,003). Para os demais parametd@s foram encontradas

diferencas nas médias entre 0s grupos.

TABELA 4. Hemograma de ratos nutridos e desnutridos, subbozetbu ndo ao consumo de dieta

hiperlipidica, com 140-160 dias de vida.

Hemograma Grupos

NC (N=13) NH (N=12) DC (N=13) DH (N=13)

M DP M DP M DP M DP
Eritrograma
Hemacias 7,29 0,27 7,64 0,45 7,19 0,43 7,29 0,31

Hemoglobina 12,59 0,64 12,71 0,70 13,15 0,43 13,24 0,73
Hematdcrito 36,89 2,00 38,75 2,21 36,99 1,98 38,58 1,79

VCM 50,61 2,07 50,78 1,61 51,50 1,31 5286 1,17
HCM 17,29 0,96 16,69 1,12 1833 0,77 18,19° 0,61
CHCM 34,15 1,30 32,86 1,15 35,6G3° 1,16 34,32¢ 0,86
Leucograma

Leucédcitos  7892,31 1847,28 8709,09 245579 6553,84156,59 8107,69 1695,81
totais

Mondcitos 1,46 0,66 1,64 1,03 1,39 0,77 1,39 1,81
Linfcitos 48,08 10,39 44,82 11,03 55,08 14,30 68,7 5,33
Eosinéfilos 2,31 4,01 2,82 3,28 1,39 1,45 1,39 1,94

Neutrdfilos 48,08 2,72 50,73 3,12 42,15 3,90 38,54 1,57

VCM (Volume corpuscular médio), HCM (Hemoglobinarmascular média), CHCM (Concentracdo de
hemoglobina corpuscular médid)p<0,05vs NC, ® p<0,05vs NH, ¢ p<0,05vs DC. One way ANOVA,
post hoc Holm-Sidak.
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Os valores bioquimicos de enzimas hepaticas € piprflico estdo dispostos na
tabela 5. Dentre as enzimas, a ALT apresentou-seormeo grupo DH quando
comparado ao DC (p=0,005), a AST nao diferiu enfrgrupos, assim como a razao
AST:ALT, porém este Ultimo apresentou valores nesalo que 1 em todos 0s grupos.
Quanto ao perfil lipidico, pode-se destacar pargmpo DH o aumento do colesterol
total comparado a NC (p=0,001) e DC (p=0,004), animelo LDL comparado a NC
(p=0,004) e DC (p=0,007) e aumento do HDL compaeabdlC (p<0,001).

TABELA 5. Enzimas hepéticas e perfil lipidico de ratos datsi e desnutridos, submetidos ou ndo ao

consumo de dieta hiperlipidica, com 140-160 diagid.

Grupos

NC (N=13) NH (N=12) DC (N=13) DH (N=13)

M DP M DP M DP M DP
Enzimas
ALT 75,75 3,16 78,81 4,66 91,63 8,25 679 5,33
AST 210,03 15,88 255,60 24,06 235,18 14,66 222,17 6,724
R AST:AST 2,80 0,20 3,23 0,21 2,72 0,20 3,44 0,30
Perlil Lipidico
TG 109,72 11,84 148,85 30,56 96,12 12,59 137,82 3422,
CT 57,36 1,81 70,75 2,91 59,47 2,84 7753 7,08
LDL 22,49 2,16 29,56 4,01 30,80 2,96 3853 3,29
HDL 9,66 1,66 15,19 2,29 10,49 1,66 2329 5,53
VLDL 19,31 1,78 21,53 3,51 17,63 2,82 14,95 1,94

2p<0,05vsNC,” p<0,05vs NH, ¢ p<0,05vs DC. One way ANOVA, post hoc Holm-Sidak.
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O indice de aderéncia calculado (Gréfico 3) foi anemo grupo DH comparado
aos grupos NC (p=0,01) e NH (p=0,02).

indice de aderéncia de macréfagos em ratos nutridasdesnutridos, submetidos ao

consumo de dieta hiperlipidica p6s-desmame
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Grupos experimentais

indice de aderéncia (%)

GRAFICO 3. Funcdo de macréfagos no lavado broncoalveolardénde aderéncia) de ratos nutridos e
desnutridos, submetidos ao consumo de dieta Ipfgida, com 140-160 dias de vida<0,05vs NC, °
p<0,05vsNH. One way ANOVA, post hoc Holm-Sidak
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7. DISCUSSAO
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A desnutricdo no periodo critico do desenvolvimeafteta de forma negativa
diversos aspectos do desenvolvimento e do funcieneondos 0Orgdos e sistemas
(Pereira, 2009; Barker, 2007; Morgane et al, 200%as, 1998; Godfrey, 1998).
Contudo, quando esse organismo € submetido ao sexcds nutrientes, a
incompatibilidade entre a programacéo fisiolégicasenovas condi¢cdes nutricionais
pode gerar doencas (Ozanne e Hales, 2002). Nonpeesabalho, foram investigados
em ratos os efeitos da desnutricdo pregressa deda ae dieta hiperlipidica pos-
lactacdo, resultando em alteragces na vida adelpaesentadas pelo déficit ponderal,
alteracbes bioquimicas, aumento dos linfécitos dug&o de neutrofilos no sangue

periférico e comprometimento na aderéncia de magos alveolares.

Neste estudo, logo no inicio da vida, onde o ogyani de mamiferos € mais
vulneravel a agressbes ambientais (Palmer, 20ldeir®e 2009; Godfrey, 1998),
observou-se que a restricdo proteica materna @dueal@ctacao propiciou a geracao de
uma prole com déficit ponderal ao final de 21 di@svida. Esse quadro pode ser
desencadeado pela desnutricdo proteico-calOrican, @oocorréncia de reducdo no
volume de leite materno, afetando o desenvolviméisico da prole (Pessoa et al,
2005; Cambraia et al, 2001). Esses achados comwbarom relatos de outros

pesquisadores (Desai et al, 2005; Alippi et al,2200

Neste estudo o consumo da dieta hiperlipidica nagpog submetidos a
desnutricdo na lactacdo, apos o desmame, apresgattuio menor de peso corporal
quando comparado ao grupo que recebeu dieta cenBalou et al (2010) observaram
que a prole proveniente de restricdo caldrica naatde(30%) durante o periodo de
lactacdo apresentou menor peso corporal na idadkaa@m comparagdo com O0S
controles, com proeminente diferenca, quando emssmsais foram expostos a dieta
hiperlipidica. Souza-Mello et al (2007) verificaramas animais desnutridos durante a
lactagdo uma resposta atrasada ao estimulo de denpeso com a dieta hiperlipidica.
No experimento de Sellayah et al (2014), foramfieados peso corporal maior para os

grupos que receberam a dieta hiperlipidica, tantodos quanto desnutridos.

(Lukaszewski et al, 2013E importante ressaltar qume, contetdo de 23% de

lipidio na dieta, semelhante ao empregado no piesestudo, era considerado
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moderadamente aumentado), sendo este um fatoragigeser influenciado no menor
ganho de peso entre os hiperlipidicos. Ou aindaogmenor peso corporal possa ser
explicado, em parte, pela menor ingestdo de alimsepélos animais desnutridos que

receberam dieta hiperlipidica (Palou et al, 2011).

Observa-se no presente estudo, a manutencédo daaswatativas do baco e do
timo, contrapondo a associacdo da desnutricdo @zemo déficit em diversos aspectos
da imunidade mediada por células, incluindo a iatmbé tecidos linfoides (Ortiz, 2009).
Ademais, a desnutricdo em periodos criticos da poide modificar estruturas de
orgaos, alterando a vascularizacdo e inervacada) de& mudancas na justaposicao,
namero e tamanho das células (Ortiz, 2009; Sadf62; Waterland e Garza, 1999).
Os achados da investigacdo de Desai et al (19@8yaclo crescimento seletivo dos
orgéos de filhotes desnutridos durante a lactadgmposntraram um retardo permanente
no crescimento dos orgaos, com reducdo do pesivoetlo baco e do figado porém

sem alterac&o no timo.

Relata-se em ratos desnutridos a atrofia do tinawi(®, 2002) e do baco (Ortiz,
2009), com consequente reducdo das células Traglts nas células sanguineas (de
Paulo et al, 2010). Ratos com quatro a seis sentmadade alimentados com dieta
hipoproteica no periodo critico de desenvolvimeapoesentado um decréscimo no
namero de células T (Savino, 2002). Ainda que resgmte estudo ndo tenham sido
avaliada as células T, os grupos nao apresentdraracées no peso do timo e do bacgo.
Essas discordancias do peso dos 6rgdos podem steweer-diferencas metodoldgicas,
pois no presente estudo os animais desnutridosneassa receber uma maior oferta

caldrica apos a lactacao.

Importante destaque deve-se dar ao figado, poismédos o6rgdos mais
prejudicados pela programacao fetal (Desai et®#6)l No presente estudo, encontrou-
se um menor peso relativo do figado no grupo goebeu a dieta hiperlipidica quando
comparado aos controles. Erhuma et al (2007) obsejue a dieta com elevado teor de
gordura havia reduzido o tamanho relativo do figan10-22%. O estudo de Souza-
Mello et al (2007) demonstrou uma grande reducacamero de hepatécitos em
animais desnutridos com 6 meses de idade, e ahipetdipidica maximizou a perda de

hepatdécitos nos machos.
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Importante achado de Souza-Mello et al (2007) foaunassa maior no figado
nos animais desnutridos hiperlipidicos devido @&atese mais pronunciada, embora
com menor numero de hepatdcitos. Como o teor dédugomma dieta, independente da
ingestao caldrica, € um fator crucial no desenvadvito de esteatose hepéatica (Meijer
et al, 2010), possivelmente no presente estudsaptes ocorrido uma reducdo no
namero de hepatdcitos, embora a dieta hiperlipidéa tenha sido capaz de causar
esteatose acentuada a ponto de elevar sua massanéthor esclarecer esses achados,

estdo em curso analises histoldgicas e morfométdodigado.

A desnutricdo afeta a hematopoiese, causando anleoapenia, e uma reducao
grave no desenvolvimento de orgaos linféides pirdé (Savino, 2002). No presente
trabalho, os grupos desnutridos apresentaram walsuperiores de VCM e HCM
quando comparados aos animais nutridos, sendo a&ttescOes em resposta apenas a
desnutricdo precoce. O grupo DH apresentou CHCMmeamparado ao NH e menor
comparado ao DC, sugerindo uma reducéo desseevalorante a desnutricdo, porém
com elevacdo quando associado a dieta hiperlipidistes achados podem ser
justificados pela desnutricdo protéica precoceylt@sdo em alteracfes da eritropoiese
(Borelli et al, 2007), que elevam o numero de e@dlulermelhas anormais, podendo
modificar parametros hematoldgicos (de Paulo e2@l0). No entanto, ndo se sabe o
mecanismo pelo qual a programacao precoce soma@xcasso de lipidio da dieta
possa ter interferido nos resultados hematimétrigois ndo foram encontrados relatos

na literatura.

A migracao de leucocitos € uma condicdo essenai@ p desenvolvimento da
resposta imune inata e adaptativa eficiefitandgraf et al, 2005; Getz, 2005).
Resultados diferentes para o leucograma sdo eadostna literatura, ndo observando
alteracdes na contagem de leucdécitos no sangué&rpmri entre grupo nutrido e
desnutrido (Barreto-Medeiros et al, 2007) ou enemmulo reducdo nos valores de
leucécitos, em consequéncia da alta demanda heondtiop por nutrientes, em
especial de proteinas (Borelli et al, 2007). Pdraolado, dietas hiperlipidicas podem
alterar o recrutamento e a resposta de leucocitqae afeta o desenvolvimento de uma
resposta imune local eficaz (Laflamme et al, 2QBhdgraf et al, 2005 Neste estudo,

a desnutricdo e o consumo de dieta hiperlipidictbodea isolada ndo repercutiram na
contagem de leucdcitos totais, entretanto tem-s& menor propor¢ao de leucocitos no
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sangue do grupo DC quando comparado com o NH,sepi@do menor distribuicdo

de leucdcitos no organismo.

No presente estudo, observou-se um aumento nageomtde linfécitoe reducdo
nos neutroéfilosno grupo desnutrido hiperlipidicdEstudos com animais desnutridos
indicam reducédo an contagem e migracao de linfocitos e neutrofilesngigraf et al,
2005),mesmo apoés o fornecimento de dieta padrao (Mel@@)2Barreto-Medeiros et
al (2007), observaram gue animais desnutridos slilmsea estresse, apresentaram
aumento imediato de linfocitos e aumento tardiomamero de neutrdéfilos. No presente
trabalho a desnutricdo durante o periodo criticdadeacao associada ao consumo de
dieta hiperlipidica parece afetar o nimero de leitie® totais e diferenciais no sangue
periférico, que alguns autores sugerem serem devaalteracdes na producdo,
desenvolvimento, migracao ou diferenciacao celidadik, 2003; Grenger et al, 2000).
S&0 necessarios estudos para compreender melhwroamismos que justifiquem estas

alteracoes.

Ressalta-se que a ingestdo da dieta hiperlipidamde pestar reduzida, como
evidenciado no trabalho de Palou et al (2011),ltaasdo em menor aporte proteico ao
longo do dia para os animais. Esta reducdo no aomguoteico via dieta hiperlipidica
teria relacdo com o peso reduzido do figado etasagbes nas células sanguinéas.
estudo do comportamento alimentar pode vir a esmaresta relacdo e quantificar a

real ingestao proteica diaria dos animais.

O aumento do consumo de lipidios na dieta podearaftiversos parametros
imunoldgicos, como a proliferacdo de linfécitos,simtese de citocinas (Stokes e
Granger, 2005), a atividade das células naturldriNK) (Ji et al, 2012) e a fagocitose
(Stokes e Granger, 2005; Libby, 2002). No entamtomodulacdo dessa resposta
depende da composicdo de lipidios. A dieta utibzad presente estudo é rica em
acidos graxos saturados e possui quantidade siginth de acidos graxos insaturados.
Ratos alimentados com uma dieta contendo Oleo ida atostraram uma reducao
significativa na proliferacéo de linfocitos, em qmmacdo com ratos alimentados com
6leo de coco hidrogenado (de Pablo et al, 1998taBique contém acidos graxos
poliinsaturados provocam supressao da respostaénitta dos linfécitos a um maior

grau do que as dietas ricas em acidos graxos dasjraendo que os acidos graxos
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poliinsaturados 6mega-3 possuem efeito reguladbresas funcbes imunoldgicas
(Calder et al, 1995).

Por outro lado, valores elevados das transamimasesrrente sanguinea indicam
lesdo hepatocelular (Oh e Hustead, 2011). As ef®gqos niveis de alanina
aminotransferase (ALT) geralmente sdo mais espasifiara lesdes hepaticas do que a
aspartato aminotransferase (AST), por ser encantpadncipalmente no figado
enquanto a AST também €& encontrado nos musculogeléiqos e eritrécitos
hepatocelular (Oh e Hustead, 2011). No presentel@st valor da ALT entre os grupos
desnutridos, foi menor para os que receberam a Hipéerlipidica. Os valores de AST

nao se alteraram entre 0s grupos, corroborandomsachados de Souza-Mello (2007).

E bem documentada na literatura a relacdo da epgwsi dieta hiperlipidica e o
aumento de transaminases e doenca hepatica gadogosalcodlica (DHGNA) em
ratos adultos (Castro et al, 2013; Dhibi et al,22(Manting et al, 2011; Sundaresan et
al, 2011). Na DHGNA muitas vezes as Unicas anodadés encontradas sdo as
elevacOes leves a moderadas nos niveis séricoSt@ede ALT ou ambos (Castro et al,
2013). A proporcao de AST e ALT pode sugerir o padda doenca, sendo doenca
alcodlica do figado para os valores maiores do dpie e DHGNA para os valores
inferiores a um (Oh e Hustead, 2011). No preseraieatho, a proporcéo entre as
transaminases foi maior do que dois para os graoptsdo e desnutrido controles e
maior do que trés para os grupos nutrido e desloulviperlipidicos, indicando o efeito
do excesso de lipidio no aumento destes valoresnoCoaenhum dos grupos
experimentais recebeu cota alcodlica, estes rémgltenaiores do que um, poderiam
indicar DHGNA avancada (Angulo, 1999; 2002). Faz-secessario, estudos

histoldgicos do figado para elucidar os presertbados.

A origem de alguns disturbios metabdélicos manifiistana vida adulta podem ter
suas raizes na agressao causada ao organismoedardesenvolvimento (Martinez,
2012; Warner, 2010; Orozco-Solis et al, 20Bfrker, 2004). Neste contexto, diversos
estudos relacionam a programacao metabdlica coesrautticdo no periodo pré e pos-
natal (Martinez, 2012; Warner, 2010; Godfrey e BarR000; Godfrey, 1998) e com o
consumo da dieta hiperlipidica (Oliveira et al, 2Z0%ahnkar et al, 2008; Buckley et al,
2005).
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As alteracdes das transaminases normalmente sé@ovatias em conjunto com as
alteracdes dos lipidios no sangue (Dhibi et al,120Verificou-se que o grupo DH
apresentou aumento no CT e no LDL, corroborando @srachados de outros autores
(Dhibi et al, 2011; Manting et al, 2011; Sundarestal, 2011). No entanto, neste grupo
houve ainda o aumento do HDL, sem alterar os ¢aglies, opondo-se aos resultados
de Desai et al (2007). Pode-se atribuir estes ashao perfil de lipidio da dieta
ofertada, composta por 57,27% de acidos graxosunaghps, responsaveis por alterar o
perfil de lipoproteinas, em especial o0 aumento Bt KSeo et al, 2005, Yo-Poth et al,
2000; Mustad et al, 1997; Nicolosi et al, 1997) @& @1,71% de acidos graxos
saturados, que sdo associados ao aumento do CTL®IlddOrdovas et al, 2002;
Mensink e Katan, 1989; Joensen et al, 2010). Maia vez a dieta hiperlipidica parece
nao ter sido capaz de recuperar o padréo de lipgpes do grupo desnutrido, o que a

dieta equilibrada conseguiu fazer.

No presente estudo, a programacéao pela desnutragdionou reducédo na funcéo
de aderéncia dos macrofagos alveolares no grupo Hfthdo em relacdo aos grupos
nutridos. Estes achados justificam-sedeanutricdo como comprometedora da funcéo
dos macréfagos alveolares (Melo et al, 2013; FaxeiSilva, 2009; Melo et al, 2008;
Desai et al, 1996e na oferta ddipidios da dieta como modificadora da fluidez da

membrana celular, afetando funcdes especificammdosdfagos (Enos et al, 2012).

Esta capacidade do lipidio de afetar funcbes dasafegyos, depende da fonte de
acidos graxos para a formacdo de suas membranas €ral, 2012), sendo que o0s
acidos graxos monoinsaturados reduzem a adesamul@citos periféricos (Yaqoob,
2002) e os acidos graxos saturados aumentam aoadiesdmacrofagos quando
comparados aos acidos graxos poliinsaturados (€dl@68). No entanto, a resposta
dos &cidos graxos saturados no aumento do LDL eaumento da adesdo de
macroéfagos, sao fatores essenciais no desenvoltondenateroscleros@éks e Lusis,
2013; Moore e Tabas, 20185endo assim, o fato dpupo DC n&o apresentar diferenca
em relacdo aos demais grupos, levanta a possid@lidateressante de que a dieta
controle tenha sido capaz de recuperar a funcddedencia no grupo em questéo, o
que ndo ocorreu com a dieta hiperlipidica.
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E importante destacar que a possivel reducdo reuopumda dieta hiperlipidica ja
comentada e consequente reducdo do aporte progsilcam repercussdo negativa em
diversos parametros avaliados no presente estwop ® ganho de peso, massa
hepatica, resultados bioquimicos, pois todos esstésmas sao dependentes da proteina

para formacéao e funcéo.

As consequéncias tardias da programacao pela degouprecoce sdo diversas,
bem como as consequéncias do consumo de uma dietdipidica. No entanto, a
juncao destes fatores claramente necessita de esaidos. Este trabalho apresenta
consideraveis evidéncias das alteracdes presemd@sig as agressoes sao combinadas.
A manipulacdo com a dieta hiperlipidica em um oigaon programado pela
desnutricdo precoce permitiu perceber sua interagdbaspectos importantes na vida
adulta. P6de ser observado, o menor ganho pon@eratjucdo no peso do figado, as
alteracbes hematimétricas e do leucograma, alépioda no perfil de transaminases e
de lipidios, somada a reducao na funcdo de adar&os macréfagos alveolares. No
entanto, para melhor entender os mecanismos deéintila do excesso de lipidio sob os
ratos desnutridos precocemente, faz-se necessariesenvolvimento de novas

investigacoes.
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8. CONCLUSOES
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Em conclusdoneste trabalho a desnutricdo precoce causou dgtinieral nao
totalmente recuperado no adulto, e, em menor pe@emo hiperlipidico. A
desnutricdo precoce associada ao uso de dietalipigien apds a lactagdo causou
reducdo no peso do figado bem como alteracbesnde$ hematimétricos, indicando
possivel sequiela na eritropoiese no figado e/oubagn. A quantidade total de
leucdcitos no sangue ndo sofreu alteracdo. No ntaomo houve repercussao de
forma isolada, esta pode ter sido revertida quaodeadas as agressdes nutricionais. A
reducdo dos neutrofilos e aumento dos linfécitossangue associado as alteracdes
sobre os valores de transaminases podem indicaivebkesao hepatica mais acentuada
nos grupos hiperlipidicos. A dieta hiperlipidicaisau aumento do LDL e do HDL nos
adultos programados pela desnutricdo, podendaxpécada possivelmente pelo perfil
de acidos graxos da dieta. Por fim, a reducdo dwdérde aderéncia dos macrofagos

demonstrou uma funcéo prejudicada dessas céluldsfesa.
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9. PERSPECTIVAS
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Partindo dos resultados obtidos neste trabalhoj@g perspectivas podem aqui

ser tracadas:

« Analise histologica e morfométrica do timo, bad@gado.

«  Quantificar o acimulo de tecido adiposo visceral.

« Avaliar o comportamento alimentar em ratos joveadutos.

« Avaliar a fagocitose dos macroéfagos.

o Avaliar a producgéo de citocinas proinflamatorias.

« Avaliar provavel estado inflamatorio através daag@esn de proteina C

reativa e outros parametros
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